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Seznam uporabljenih strokovnih izrazov 
V pričujočem zaključnem delu so bili uporabljeni naslednji izrazi: 
Afinitéta -e ž  specifična privlačnost do kemičnih elementov, skupin, spojin, tkiv, organov ali 
struktur 
Heterodimer (heterodimer; Heterodimer) je protein, sestavljen iz dveh parnih polipeptidov, 
ki se med seboj razlikujeta glede na zaporedje aminokislin. 
Metazoon (Metazoon; Metazoon), množina metazoa, se imenujejo večcelične živali. 
Ligand (ligand; Ligand) je molekula ali ion, ki se veže na komplementarno mesto neke 
določene strukture in z njo tvori kompleks. Tako je na primer substrat za neko encimsko 
molekulo njen specifičen ligand; kisik je ligand za hemoglobin itd. 
Ektodoména -e ž  zunajcelični del transmembranskih proteinov 
Adhezíja -e ž privlačna sila med površinama dveh teles v stiku zaradi medmolekulskih sil 
celična ~ adhezija celic zaradi specifične sestave površinskih glikoproteinov; 
fokalna ~ makromolekularni kompleks (poglavitna sestavina so integrini), preko katerega je 
celica v stiku z ekstracelularnim matriksom ali s površinskimi molekulami sosedanje 
celice prim. integrin; 
Epitop (epitope; Epitop) je sinonim za antigeno determinanto. 
Antigena determinanta (antigenic determinant; antigene Determinante) je majhen kemičen 
kompleks, ki determinira specifičnost interakcije antitelo-antigen; sinonim: epitop. 
Monoklonska protitelesa (monoclonal antibodies(mAbs); monoklonale 
Antikörper) so imunoglobulini, ki nastanejo iz enega samega klona plazmatke. Glede na 
kemično sestavo so taka protitelesa populacije z določeno sposobnostjo vezave proteinov. 
Hibrid (hybrid; Hybrid) je potomec genetsko različnih staršev; monohibrid je, če se 
razlikujeta starša na enem lokusu, dihibrid, če se razlikujeta na dveh lokusih itd. 
Rastni faktor (growth factor; Wachstumsfaktor) je snov, ki mora biti prisotna v mediju, da se 




Epidermalni rastni faktor (epidermal growth factor; Epidermis-
Wachtumsfaktor), okrajšava EGF, je serumski protein, ki stimulira delitev različnih celic v  
tkivni kulturi kot tudi in vivo. Veže se na plazemsko membrano občutljivih celic in na ta način 
stimulira encimsko aktivnost protein kinaze, ki se nahaja v celični membrani. Ta kinaza 
fosforilira tirozinske ostanke v polipeptidih, podobno kot to počne tudi produkt gena src Rous 
sarkom virusa. Obe kinazi sta antigeno sorodni. 
Disulfidni most (disulfide linkage; Disulfidbrücke) so vezi med atomi žvepla v cisteinu (S-S 
vez), ki cisteine povezujejo v proteinskih verigah ali med njimi. 
Cistein (okrajšano Cys ali C) je α-aminokislina s kemijsko formulo HO2CCH(NH2)CH2SH. 
Spada med neesencialne aminokisline, kar pomeni, da poteka sinteza v človeškem telesu. 
Stranska veriga cisteina je tiol, ki je nepolarne narave, in molekulo s tem uvršča med 
hidrofobne aminokisline. Tiolna skupina pogosto sodeluje v encimskih reakcijah kot 
nukleofil. Poleg tega je ta skupina dovzetna tudi za oksidacijo, pri čemer iz dveh cisteinov 
nastane disulfidni derivat cistin, ki igra pomembno strukturno vlogo v mnogih proteinih. 
Cistein je ime dobil ravno iz cistina.Cistein ima, kot ostale aminokisline amfoterni značaj. 
Sinergíja  -e ž (ȋ) med. sodelovanje, medsebojno dopolnjevanje dveh ali več snovi, organov 
ali telesnih sestavov: sinergija mišic; pren., knjiž. socialna sinergija 
Kisle aminokisline (acidic amino acid; saure Aminosäure) so aminokisline, ki imajo 
negativni naboj pri nevtralnem pH. V proteinih sta to najpogosteje glutaminska kislina in 
asparaginska kislina, ki doprinašata k nižjemu pH stranskih verig, kar pogosto srečujemo pri 
živih sistemih. 
Glutaminska kislina (Glu) je ena od dvajsetih proteinogenih kislin in jo zapisujeta kodona 
GAA in GAG. Je neesencialna aminokislina. Njen karboksilatni ion ali sol imenujemo 
glutamat. V naravi se nahaja v rastlinskih in živalskih beljakovinah in naravno nastopa v 
beljakovinah, kjer je povezana v dolge verige aminokislin. V telesu se uporablja kot "hrana za 
možgane". Poleg tega, da je sestavni material za sintezo proteinov, deluje v možganih kot 
ekscitatorni nevrotransmiter in izboljšuje koncentracijske sposobnosti, v mišicah pa pomaga 
pri obnovi mišičnine. Sodeluje tudi pri zdravljenju razjed, odpravlja splošno utrujenost, 





Strúnarji (znanstveno ime Chordata ali Chordonia) so deblo živali, ki 
vključuje vretenčarje skupaj z nekaterimi njim tesno sorodnimi nevretenčarji. Za strunarje je 
značilna prisotnost hrbtne strune - horde, dolge paličaste tvorbe, ki daje oporo celotnemu 
telesu, hrbtnega živčnega vlakna - hrbtenjače, škržnega črevesa in mišičnega repa v eni od 
stopenj osebnega razvoja. Členjenost telesa je prisotna le na hrbtnem delu. 
Alosterija je pojav, ko molekula zaradi različnih privlakov poruši interakcijo (H-vez) in jo 
določi na nek drug položaj (npr. če se spremeni ena od AK v proteinu, pride do 
konformacijske spremembe, ki je lahko lokalno ali pa se prenese po alosteriji). 
Homologen (homologous; homolog) je enak po zgradbi in delovanju ali pa izhaja iz istega 
izvora (razvojno), kot so antigeni, fagi, virusi. Homologna je lahko imunost, so lahko 
protitelesa, antigeni, nukleinske kisline, kromatide, kromomere, encimi in podobno. 
Homolognost preskušamo s hibridizacijo DNK-DNK ali RNK-RNK. 
Zunajcelični matriks je biološko aktivno vezno tkivo, ki zapolnjuje prostor med celicami. 
Sestavljen je iz raznolike mešanice makromolekul, ki imajo bodisi strukturno vlogo, lahko pa 
je njihova vloga zelo kompleksna in ključno vplivajo na celično fiziologijo organizma. 
Kolagen (collagen; Collagen) predstavlja četrtino vseh proteinov pri sesalcih; kot glavni 
fibrinski (vlaknat) element sestavlja kožo, kosti, kite, hrustanec, zobovje. Je najdaljši med 
proteinskimi verigami, dolg je 3000 angströmov in je sestavljen kot trojna vijačnica, ki ima 
premer 15 angströmov. Poznamo pet tipov kolagena, ki se med seboj razlikujejo glede na 
sekvenco aminokislin v posameznih peptidnih verigah. Včasih so vse tri verige identične, 
drugič dve, tretja pa je različna. Posamezne verige se prevajajo kot dolgi predhodniki, na 
katere se vežejo hidroksilne skupine in sladkorji. Trojna vijačnica nastane v medceličnem 
prostoru, specifični encimi pa zaključujejo konce vijačnice. Mutacija, ki povzroča zelo 
raztegljivo kožo zaradi razpuščenih koncev vijačnice, se imenuje Ehlers-Daulos sindrom in se 
nahaja blizu konca gena za alfa-2-polipeptidno verigo. 
Fibronektin (fibronectin; Fibronectin) se imenujejo velike glikoproteinske molekule na 
površini celic, v vezivnem tkivu in ekstracelularni tekočini. Vlogo igrajo pri adheziji med 
celicami in med celico ter substratom, pri oblikovanju izgleda celice in pri celičnih 




Laminín -a m  glikoprotein bazalne lamine, sestavljen je iz verige A in dveh verig B, 
omogoča adhezijo, razraščanje celic in tvorbo sinaps. 
Apoptóza -e ž  programirana celična smrt, ki jo označuje krčenje vsebine, razpad jedra in 
citoplazme v telesca, obdana z membrano, odstranitev iz tkiva in razgradnja v fagocitih ali v 
istovrstnih celicah s povečano fagocitno sposobnostjo.prim. celična nekroza, propad celice 
Aktin (actin; Actin) spada v skupino proteinov, predstavlja med 5% in 10% skupnih proteinov 
v celicah. Citoplazemski aktini različnih speciesov so si med seboj zelo podobni, tako kot 
aktini iz mišičnega tkiva. To je znamenje, da se je aktin obdržal kot tak v procesu evolucije. 
Aktini sodelujejo pri različnih procesih, med drugim pri krčenju mišic in pri gibanju 
kromosomov. Pod elektronskim mikroskopom so aktinska vlakna videti kot mikrofilamenti, 
ki imajo 5 - 7 nm premera. Citohalazin B preprečuje raztegljivost aktinskih filamentov. 
Citoskelet (cytoskeleton; Zellgerüst) je notranji skelet evkariontske celice, ki ji daje 
sposobnost gibanja, ji določa obliko, omogoča delitev, pinocitozo, razporejanje in premikanje 
organel. Obsega mikrotubule, mikrofilamente in intermediarne filamente. 
Transdukcija (transduction; Transduktion) signalna sposobnost celice, da zunanji dražljaj 
spremeni v ustrezen odgovor 
 Proliferacija (proliferation; Vermehrung) pomeni razmnoževanje (na pr. celic) in 
(posledično) rast 
Keratinocít -a m  celica pokožnice, ki izdeluje keratin 
kDa (kD)- pomeni kilodalton,  dalton je enota za atomsko in molekulsko maso, ki znaša 1/12 
mase ogljikovega izotopa 12C  sin. 
Aminokislinski ostanek – aminokislina v primarni strukturi proteina. Nastane, ko se Ak veže 
v peptid, pri čemer se mora iz dveh AK odcepiti voda. Konce, kjer je vezana NH2 skupina 
imenujemo N-konec, kjer je vezana COOH skupina pa karboksilni oziroma C-konec.  α-AK 
oziroma kar AK so nepogrešljive za življenje, saj imajo veliko pomembnih vlog v 
metabolizmu. Najpomembnejša vloga je torej tvorba proteinov, to so polimerne verige is 
samih aminokislinskh preostankov. V našem telesu je 20 osnovnih, standardnih α –
aminokislin. ki se med seboj razlikujejo po stranski verigi R, glede na velikost, obliko, naboj, 




Dimer (dimer; Dimer) je kemična snov, ki sestoji iz dveh združenih monomernih podenot; na 
primer dveh združenih polipeptidnih verig v en encim. Če sta monomera identična, je to 
homodimer, iz različnih je heterodimer. Primer heterodimernega encima je heksoaminidaza. 
Divergenca (divergence; Unterschiedlichkeit) je v molekularni genetiki procentualna razlika 
v pogledu nukleotidnih sekvenc med obema sorodnima DNK segmentoma ali procentualna 
razlika glede na sekvence aminokislin v dveh sorodnih polipeptidnih verigah. 
Homologen (homologous; homolog) je enak po zgradbi in delovanju ali pa izhaja iz istega 
izvora (razvojno), kot so antigeni, fagi, virusi. Homologna je lahko imunost, so lahko 
protitelesa, antigeni, nukleinske kisline, kromatide, kromomere, encimi in podobno. 
Homolognost preskušamo s hibridizacijo DNK-DNK ali RNK-RNK. 
Angiogenéza -e ž  razvoj žil  sin. ožiljenje 
Razložene stalne zveze: 
tumorska ~ vaskularizacija tumorja z rastjo novih kapilar in venul, ki jo uravnavajo tumorski 
angiogenetski faktorji, nujna za razvoj malignoma in metastaz 
Diferenciacija (differentiation; Differenzierung) so vse spremembe, ki nastanejo v toku 
progresivnega razlikovanja glede na sestav in funkcijo celic v organizmu, kar je osnova 
znanjem na področju embriologije. V določenih celičnih linijah prihaja do diferenciacije 
zaradi spremenjenega načina transkripcije. 
Oligodendroglijska celica ~ majhna temna nevroglijska celica v centralnem živčevju, ki 
obdaja več sosednjih aksonov z mielinsko ovojnico sin. oligodendrocit; 
Prekúrzor -ja m  molekula ali celica, ki je predstopnja druge molekule ali 
celice  sin. predhodnik 
Aspartát -a m  anion ali sol asparaginske kisline  prim. asparaginska kislina 
Vénula -e ž  mala žila, ki zbira kri iz kapilar ali sinusoidov in se jih več združuje v 
vene  sin. venula –ae 
Interstícijski -a -o  nanašajoč se na umetni prostor ali vrzel v delu telesa, organa ali celične 
strukture 





Nikotinamid-adenin-dinukleotid (nicotinamide-adenine dinucleotide; Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid), okrajšava NAD, je koencim, ki deluje kot prenašalec elektronov v številnih 
redukcijsko-oksidacijskih reakcijah. Nekoč so ga imenovali koencim 1 ali DPN. 
Kemokín -a m, nav. mn.  kemotaktični citokini z majhno molekulsko maso (8—10 kDa), ki 
vzbujajo in privlačijo določene vrste levkocitov, njihovo izločanje pa izzoveta IL-1 in 
TNF  prim. citokin 
Lamelipodia (lamellipodia; Lamellipodien) so obsežni, lamelni (ploščičasti) celični izrastki, s 
katerimi se evkariontske celice, kot so na primer fibroblasti, oprimejo čvrstih površin. 
Lamelipodia so značilnost čelne strani celic, ki se gibljejo, kot so na primer makrofagi. 
Proteináza -e ž, nav. mn.  encimi, ki depolimerizirajo proteine do peptidov. Endoproteinaze 
cepijo vezi znotraj polimerne verige, eksoproteinaze pa s konca verige. 
Kimografíja -e ž  rentgensko slikanje gibajočih se organov 






Seznam uporabljenih simbolov 
V pričujočem zaključnem delu so bili uporabljeni naslednji simboli: 
GA Golgijev aparat 
ATP adenozin-trifosfat 
VCAM-1 vaskularna celična adhezijska molekula 
ICAM  medcelična adhezijska molekula 
RDG zaporedje aminokislin arganin, asparaginska kislina, glicin 
PSI plexin-semaphorin-integrin 
Cys cistein 
EGF epidermalni rastni faktor  
MIDAS kovinsko odvisna adhezijska stran (metal-ion-dependent-adhesion site) 
ADMIDAS spremljajoča stran MIDAS (adjacent sites MIDAS) 
Arg-Gly-Asp Arginil Glicil asparaginska kislina 
Glu glutaminska kislina 
NMR nuklearna magnetna resonanca 
TM transmembranska domena 
OPC oligodendroglijski prekurzoe celic 
CHO Chinese hamster ovary (celice pridobljene iz tkiva jajčnikov kitajskih hrčkov) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
pHe zunajcelični pH 
pHi znotrajcelični pH 





NHE Na+/ H+ antiport 
RT plinska konstanta 
T absolutna temperatura 
F Faradayeva konstanta 
q razmerje prepustnosti membrane za Na+ in K+ 
VTN vsiljena transmembranska napetost 
E jakost zunanjega električnega polja 
R polmer celice 
θ kot med smerjo vektorja jakosti električnega polja ter vektorjem normale, ki povezuje 
 središče celice in obravnavano točko na membrani 
t čas od vklopa električnega polja 
τ časovna konstanta membrane 
B16F1 melanom celice miši 
E električni potencial med elektrodama 
E0 potencial referenčne elektrode 
F Faradayeva konstanta 
MTS spektrofotometrični test CellTiter 96 AQueous One Solution Assay 
TD podvojitveni čas 






Vrednost pH medija v katerem se nahajajo celice ter tkiva je eden izmed poglavitnih 
faktorjev, ki vpliva na molekularne procese, ki so vpleteni v celični ciklus, celično 
proliferacijo, diferenciacijo, metabolizem, sintezo beljakovin ter na gibljivost celic. 
Zaradi različnih procesov, ki se odvijajo v tumorskem tkivu, je pH vrednost zunajceličnega 
okolja tumorja nižja od vrednosti zunajceličnega okolja zdravega tkiva. 
Za celovito razumevanje vpliva kislega medija na celice je potrebno poznavanje molekularnih 
procesov, ki so odziv celice na kislo zunajcelično okolje, potrebno pa je tudi poznavanje 
procesov, ki povzročajo zakisanost zunajceličnega okolja. Dobro poznavanje enih in drugih 
procesov je ključnega pomena pri načrtovanju zdravljenja rakavih obolenj, kjer je nujno 
potrebno da se upoštevajo vsi dejavniki, ki imajo bistven vpliv na stopnjo učinkovitosti 
zdravil. 
V diplomskem delu smo raziskovali kako se tumorske celice med elektroporacijo odzivajo na 
medij z nižjim pH. Za boljše razumevanje vpliva kislega medija na elektroporacijo tumorskih 
celic smo najprej raziskali kako kisli medij vpliva na celice, pri tem smo posebno pozornost 
posvetili integrinom. Integrini so adhezijskih proteinski receptorji, ki prenašajo signale skozi 
plazemsko membrano ter sprožajo vezavo ligandov s čimer prisilijo prenos signala preko 
citoskeleta. Omogočajo regulacijo citoskeletne organizacije, regulacijo gibljivosti celic 
omogočajo pa tudi spreminjanje tokovnih poti znotrajceličnih signalov (angiogeneza, oblika 
celice, proliferacija, celično preživetje). Študije so pokazale, da ima kisli zunajcelični pH 
pomemben vpliv na aktivacijo integrinov. 
Primerjava rezultatov elektroporacije v običajnem rastnem mediju ter elektroporacije v kislem 
mediju je pokazala, da je delež preživelih celic v kislem mediju (pH=6,7) višji kot običajnem 











Extracellular pH is one of the main factors, which affects molecular processes involved in cell 
cycle, cell proliferation, differentiation, metabolism, protein synthesis, and motility of cells. 
Due to the different processes that take place in the tumor tissue, the pH of the extracellular 
tumor environment is lower than the pH value of the extracellular environment of healthy 
tissue. 
For a comprehensive understanding of the impact of acidic medium on cells we need to 
understand molecular processes that are cell response to the changes of extracellular pH and it 
is also necessary to understand the processes that cause acidification of the extracellular 
environment. Good understanding of processes is crucial in planning treatment of cancer, 
where it is necessary to take into account all the factors that have a significant impact on the 
level of effectiveness of medicines. 
In this thesis, we have studied howtumor cells behave during electroporation in media with a 
lower pH value. For a better understanding of the impact of the acidic medium on 
electroporation of tumor cells we first investigated how acidic medium affects the cells, 
special attention was put on integrins. Integrins are adhesion protein receptors that transmit 
signals through the plasma membrane and induce the binding of ligands thereby forcing signal 
transmission through the cytoskeleton. They enable regulation of cytoskeletal organization, 
regulation of cell motility and have the ability to change paths of intracellular signals 
(angiogenesis, cell shape, proliferation, cell survival). Studies have shown that the acidic 
extracellular pH has an important influence on the activation of integrins. 
Comparison of results of electroporation in natural medium and electroporation in acidic 
medium shows that the percentage of surviving cells in an acidic medium (pH = 6.7) is higher 
than in normal medium (pH = 7.84). 
 
 







»Ne gre pozabiti znane resnice, ki se glasi: Življenje se začenja s celico. In celice, ki gradijo 
naše telo, lahko rastejo, se razmnožujejo, prenašajo sporočila in na dražljaje tudi odgovarjajo; 
se sporazumevajo med seboj. Neizmerno veliko zelo kompleksnih dogodkov, in prav vse v 
fizičnem svetu vsakega izmed nas, je zaobseženo v tej najbolj čudoviti in celoviti iznajdbi 
živega sveta. Celica je osupljiva stvaritev narave, znanstveno logična, a nikoli povsem 
dojemljiva. 
In kadar živijo celice v našem telesu svoje nemoteno življenje, določeno v svojem genomu, v 
sozvočju z okoljem, lahko srečni ugotovimo, da smo zdravi. Takrat se celice rojevajo in 
umirajo, a nadzorovano. Svoja ravnanja oziroma dejanja nadzorujejo sama. In ker se prav vse 
v tem svetu spreminja, se spreminjajo tudi celice, žal večkrat usodno ali nepopravljivo. Takrat 
zbolimo.« [prof. dr. Kristijan Jezernik , 1]. 
Pred približno 3,5 biljoni let naj bi s spontanimi reakcijami med molekulami nastale prve 
celice, ki so osnovni gradniki vseh živih organizmov. Skupna lastnost celic različnih 
organizmov, ki se lahko po notranji zgradbi močno razlikujejo, je da vse celice obdaja 
membrana iz lipidnih molekul. 
Glede na notranjo zgradbo delimo celice na prokariotske (celice brez jedra) ter evkariotske 
(celice, ki imajo dedni zapis shranjen v jedru poleg tega pa vsebujejo še mnoge druge 
organele). Notranja zgradba prokariotskih celic je enostavnejša od evkariotskih celic, 
preprostejša pa je tudi njihova delitev. V Tabeli 1 je navedenih nekaj razlik med obema 





Tabela 1: Razlike med prokariotskimi in evkariotskimi celicami. Tabela je povzeta iz [3]. 
 Prokariotska celica Evkariotska celica 
Velikost celice Večinoma med 0,5 in 8 µm Večinoma med 10 in 100 µm 
Dedni zapis V eni krožno oblikovani 
molekuli DNK, ki ni 
povezana z beljakovinami 
V številnih linearno 
oblikovanih molekulah 
DNK, ki so povezane s 
posebnimi beljakovinami 
(histoni) 
Jedrni ovoj / Prisoten 
Jedrce / Prisotno 
Delitev Brez sodelovanja delitvenega 
vretena (cepitev) 
S sodelovanjem delitvenega 
vretena (mitoza, mejoza) 




Mitohondriji / Prisotni 
Plastidi / Prisotni pri rastlinah 
Nitaste citoplazemske 
strukture 
/ Mikrotubuli, mikrofilamenti, 
intermediarni filamenti 
 
1.2 Zgradba živalske celice 
V svoji notranjosti celica vsebuje številne organele, ki so deloma ali v celoti zgrajeni iz 
membran, zato se tudi imenujejo membranski organeli. Vsak od teh organelov ima v celičnem 
ciklu svojo vlogo, tako se na primer na zrnatem endoplazmatskem retikulumu sintetizirajo 
beljakovine, v Golgijevem aparatu (GA) poteka priprava produktov, ki jih celica izloča, 
lizosomi, ki se odcepljajo od  GA, vsebujejo prebavne encime, v mitohondriju se sintetizirajo 
molekule adenozin trifosfat (ATP)… Mitohondrij ter jedro sta obdana z dvema membranama, 
ostali organeli pa so enomembranski. Shematični prikaz živalske celice z organeli prikazuje 





Slika 1: Celica z organeli. 1. Jedrce, 2. Jedro, 3. Ribosom, 4. Vezikel, 5. Zrnati endoplazmatski retikulum, 6. Golgijev aparat, 
7. Citoskelet, 8. Gladki endoplazmatski retikulum,  9. Mitohondrij, 10. Vakuola, 11. Citosol, 12. Lizosom, 13. Centriol, 14. 





strukturi ločimo glicerofosfolipide in sfingofosfolipide. Poleg fosfolipidov pa je obvezna 
sestavina celične membrane tudi sterol holesterol, katerega hidrofilna glava je v membranah 
usmerjena proti površini (proti zunajceličnem okolju), hidrofobni del pa je vgrajen v lipidno 
osnovo. Molekula holesterola je manjša od ostalih molekul, ki tvorijo lipidni dvosloj, veže pa 
se na fosfolipidni rep in s tem povzroči zmanjšano gibljivost lipidnih molekul, s tem pa se 
zmanjša tudi membranska prepustnost. 
Lipidni dvosloj ni simetričen, saj se sloj, ki meji proti citosolu razlikuje od sloja, ki meji proti 
zunajceličnem matriksu. Sloja se razlikujeta po sestavi lipidnih molekul, različni razporeditvi 
proteinov… Na zunajcelični sloj se lahko vežejo ogljikovihidrati medtem, ko se proteini, ki 
mejijo na citosol lahko povežejo z elementi citoskeleta. Zgradbo celice lahko prikažemo z 
modelom tekočega mozaika. Mozaik se imenuje, ker je membrana sestavljena iz različnih 
molekul (integralni proteini, periferni proteini, glikoproteini, fosfolipidi, glikolipidi, 
holesterol...), ki so vstavljene med lipide, ki so v tekočem stanju.  Molekule v membranah 
lahko rotirajo, se lateralno gibljejo po sloju (lateralna difuzija) lahko pa tudi preskočijo iz 
enega v drugi sloj membrane (preskok). Lateralna difuzija zagotavlja mozaičnost membrane. 
Z lateralno difuzijo se gibljejo tudi proteini, ki bistveno pripomorejo k mozaičnosti in 





Slika 2: Celična membrana, fosfolipidni dvosloj ter fosfolipid [W2]. 




zgradbo imenujemo primarna struktura. Aminokisline so v polipeptidni verigi nameščene pod 
različnimi koti kar omogoča, da je veriga v obliki vijačnice (heliksa) ali v obliki β nagubanega 
lista. Posamezni deli verige so povezani s šibkimi vodikovimi vezmi ali z močnimi ionskimi 
in kovalentnimi vezmi (sekundarna struktura). Vijačnica se lahko še nadalje zvija in tako 
zavzame tridimenzionalno obliko (terciarna struktura). Polipeptidne verige, ki že imajo svojo 
primarno, skundarno in terciarno obliko se lahko povežejo med sabo in tako dobimo 
kvartarno strukturo proteina.  
Zaradi slabe prepustnosti lipidnega dvosloja za ione ter molekule so v clično membrano 
vgrajeni proteinski kanali ter črpalke. Proteini pa imajo v membrani še vloge gradnikov 
citoskeleta, receptorjev ter encimov. Za dobro razumevanje posameznih vlog proteinov je 
potrebno poznati njihovo tridimenzionalno strukturo ter spremembe, ki jih pod vplivom 
različnih dejavnikov le ta zavzema. 
Proteini so v lipidni dvosloj vgrajeni na več načinov (slika 3). Proteine, ki prečkajo celotno 
celično membrano imenujemo transmembranski proteini. Transmembranski proteini lahko 
membrano prečkajo enkrat (single-pass proteini, slika 3.1) ali večkrat (multi-pass  proteini, 
slika 3.2). Nekateri proteini se nahajajo zgolj v citoplazmi in se na membrano pritrdijo z enim 
ali večimi ogljikovimi repi (slika 3.3). S pomočjo oligosaharidne verige se vežejo proteini, ki 
se nahajajo na zunanji strani membrane (slika 3.4) možna pa je tudi posredna vezava na drugo 
proteinsko molekulo (slika 3.5 in 3.6).   
 
Slika 3: Načini vgradnje proteinov [W3]. 
 Molekule transmembranskih proteinov so amfipatične, njihov osrednji del, ki se povezuje z lipidnimi 





Za razumevanje kako zunajcelični matriks (mrežje zunajceličnih makromolekul, ki se lahko 
združujejo v organizirano strukturo) komunicira in vpliva na celico je potrebno identificirati 
molekule v matriksu, ki se vežejo na celično površje ter molekule na celičnem površju 
(receptorji), ki vežejo nase komponente matriksa. Zunajcelični matriks predstavlja biološko 
aktivno vezno tkivo, ki zapolnjuje prostor med celicami. Sestavljen je iz mešanice 
makromolekul, ki imajo ali strukturno vlogo, ali pa je njihova vloga zelo kompleksna in 
ključno vplivajo na celično fiziologijo organizma. Pomembno je, da ločimo kje se konča 
membrana celice ter začne matriks saj so za uspešno komuniciranje celice z matriksom 
potrebni transmembranski proteini, ki se raztezajo iz citoskeleta preko membrane v 
zunajcelično okolje, kjer se odvija veliko število interakcij med makromolekulami. Glavni 
receptorji za zunajcelične molekule pri živalskih celicah so integrini. 
Ime integrin je bilo v začetku predlagano za integralne proteinske komplekse, ki jih je prvič 
opisal Tamkun s sodelavci leta 1986. V 28 letih raziskav je prišlo do velikega napredka pri 
raziskovanju pomena integrinov pri organizaciji tkiv, razvoju celic, raziskan je bil njihov 
potencial kot terapevtske tarče, še vedno pa niso popolnoma pojasnjeni mehanizmi prenosa 
signalov preko integrinov. Definiranje visoko resoulcijskih struktur integrina se je izkazalo za 
izredno težavno saj so integrini veliki membranski proteini, zaradi česar jih je težko 
prefiltrirati. Od ostalih receptorjev na celični površini se razlikujejo po tem, da ligande vežejo 
s šibko afiniteto, kar omogča celici, da raziskuje zunajcelično okolje brez, da bi izgubila stik z 
njim. 
Integirni predstavljajo superdružino velikih, αβ heterodimeričnih adhezijskih proteinskih 
receptorjev, ki prenašajo signale skozi plazemsko membrano ter sprožajo vezavo ligandov s 
čimer prisilijo prenos signala preko citoskeleta. Vsi integrini po zgradbi spominjajo na veliko 
glavo z dvema nogama (transmembranski verigi). Glava vsebuje mesta za vezavo ligandov ter 
podenote za združevanje. Transmembranski verigi se v večini nahajata v zunajceličnem 
prostoru, obe pa prečkata plazemsko membrano in se zaključita v kratki citoplazemski 
domeni. Te domene imajo sposobnost proženja večjih signalnih sklopov in tako vzpostavijo 
povezavo med zunajceličnim matriksom in znotrajceličnim citoskeletom. Da lahko celice 
vzorčijo in se odzivajo na dinamično zunajcelično okolje so integrini razvili visoko odziven 





Družino integrinov lahko delimo v dve glavni poddružini, določeni s prisotnostjo oziroma 
odsotnostjo domene αI. Dosedanji dostopni podatki so omejeni na dva integrina, ki v 
ektodomeni nimata domene αI (αIIbβ3 ter αVβ3), na izolirane domene αI (fragmenti integrinov 
αI) ter na noga-β2 fragment. Še vedno pa ni popolnoma razjasnjeno kako je alosterija 
prenesena med domenama αI in βI. 
Integrini imajo pomembno vlogo pri vezavi celic na zunajcelično podlago, sodelujejo pa tudi 
pri procesu strjevanja krvi, metastaziranju rakavih celic ter pri celjenju ran. 
Vežejo se lahko na glikoproteine (kolagen, fibronektin, laminin) v zunajceličnem matriksu, 
lahko pa se vežejo tudi na celične receptorje kot je vaskularna celična adhezijska molekula 
(protein, (VCAM-1)) ter na imunološko pomembne medcelične adhezijske molekule (ICAM). 
Eno izmed ključnih vlog imajo tudi pri sestavljanju aktinskega citoskeleta kot tudi pri 
modulaciji transdukcijskih poti, ki nadzirajo biološke ter celične funkcije kot so adhezija, 
migracija, proliferacija, celična delitev ter apoptoza. 
2.1 Klasifikacija integrinov 
Specifičnost vezave integrinov na zunajcelični matriks je odvisna od ekstracelularnih domen 
α ter podenote β. Integrini α1β1, α2β1, α10β1 ter α11β1 predstavljajo primarne receptorje 
kolagena; integrini α3β1, α6β1, α6β4 ter α7β1 so glavni receptorji laminina; integrini α5β1, α8β1, 
αIIbβ3 ter αvβ3 so glavni fibronektinski receptorji, ki se vežejo v odvisnosti od zaporedja 
aminokislin, imenovanega RDG (arganin, asparaginska kislina, glicin) (Slika 4). Obstajajo 
tudi izjeme glede na nekatere interakcije integrin - zunajcelični matriks, saj nekateri integrini 
vežejo enake ligande kljub različnim afinitetam, ravno tako so nekateri ligandi prepoznani s 
strani različnih integrinov. Integrin α1β1 veže kolagen kot tudi laminin. Integrini so prisotni v 
večini tkiv, vendar imajo nekateri omejeno izražanje, npr αIIbβ3 najdemo samo v trombocitih, 





Slika 4: Klasifikacija heterodimernih integrinov, integrini s prisotno αI domeno so označeni z rdečo bravo. Pri ljudeh je 
bilo definiranih 18α in 8β podenot, ki lahko skupno formirajo 24 različnih integrinov. Slika je povzeta iz [5]. 
2.2 Struktura integrina 
Integrini so heterodimeri nekovalento povezanih podenot α in β. Pri človeku je poznanih 18 α 
in 8 β podenot, ki se lahko povežejo v 24 različnih receptorjev z različnimi vezalnimi 
lastnostmi, ki so prisotni v različnih tkivih. Nekatere izmed integrinov, ki so prisotni pri 
ljudeh pa lahko najdemo tudi pri sesalcih, piščancih, pri ribah cebricah ter pri nižjih evkariotih 
kot so spužve in mušice Drosophilia melanogaster [6]. 






Slika 5: Kristalna struktura zunajceličnih domen integrina αVβ3. Slika je povzeta iz [6]. 
Podenoti α in β sta zgrajeni iz domen povezanih s fleksibilnimi povezavami. Vsaka podenota 
ima v membrano vpeto eno ekstracelularno vijačnico in običajno še kratek nestrukturiran 
citoplazemski rep (z izjemo β4). 
Dolžina podenot varira, vendar običajno podenote α vsebujejo okoli 1000 amino kislin ter 
podenote β okoli 750 amino kislin. Štiri domene v podenoti α ter osem v podenoti β so 
ohranjene v ektodomeni vseh integrinov, ki pripadajo metazoi. Nekateri integrini vsebujejo 
tako imenovano domeno I, ki je prisotna pri devetih od osemnajstih vretenčastih integrinih, 
najdemo pa jo samo pri strunarjih in ima funkcijo vezave ligandov. Adhezijska privlačnost, ki 
jo ima domena αI je pri integrinih brez domene αI regulirana z njej homologno domeno βI, ki 
se nahaja v podenoti β. 
Študije genov integrinov nižjih in višjih evkariotov so pokazale, da imajo integrini skupnega 
genskega prednika. Genska analiza 24 vretenčarjev in nevretenčarjev je pokazala, da se je 
skozi evolucijo pri vretenčarjih struktura integrina ohranjala [6]. 
2.2.1 Ektodomene 
Ekstracelularne domene so običajno velike okoli 80 - 150 kDa. Leta 1995 je bila definirana 
prva struktura ekstracelulare domene in sicer integrina αMβ2. Z definiranjem kristalne 
strukture αVβ3 se je začela poplava strukturnih informacij o ektodomenah integrinov. 
Zunajcelični del podenot α ter β je sestavljen iz večih poddomen, ki sestavljajo okroglo 
ligand-vezno N-terminalno glavo, ki stoji na dveh C-terminalnih nogah, ki povezujeta 






Slika 6: Struktura podenote α, brez domene αI. a. Integrini v neaktivnem stanju. V tem stanju so integrini v upognjeni 
konformaciji, transmembranska ter citoplazemska območja so tesno povezana. b. Ob aktivaciji, pride do ločitve 
citoplazemske ter transmembranske podenote in do ekstenzije ekstracelularnih domen integrina. V tej konformaciji 
lahko pride do ekstracelularne vezave ligandov. c Aktivni integrini z vezanim ligandom se združijo na plazemski 
membrani. Združevanje je pomembno za pošiljanje intercelularnih signalov, ki tvorijo tesno fokalno adhezijo (FA). 
Fokalna adhezija je pomembna za zbiranje aktina citoskeleta ter za aktivacijo nekaterih signalov za kontrolo različnih 
celičnih funkcij [5]. 
Vse do sedaj definirane kristalne strukture integrinov so v podobni »upognejni« formaciji, kar 
omogoča, da je vezno mesto liganda blizu površine membrane. Toplogija ter struktura 
ektodomene integrina αxβ2 z domeno αI, je ilustrirana na sliki 7. S pomočjo opazovanj 
fleksibilnosti z elektronskim mikroskopom ter zaradi obstoja receptorjev, ki prepoznavajo 
konformacijsko občutljiva antitelesa obstaja splošno prepričanje, da so poleg upognjene 





Slika 7: Struktura integrina: (A) Struktura domen αxβ2; (B) struktura αxβ2, pri čemer je uporabljena enaka kodirna barvna 
lestvica kot pri A (narisano s PyMOL); (C) Prezentacija upognjene ter iztegnjene formacije integrina z natančnimi 
dimenzijami. Slika je povzeta iz [7]. 
Ena izmed tehnik opazovanja spreminjanja oblik integrinov se izvaja s pomočjo 
konformacijsko občuljivih monoklonskih protiteles, ki se povežejo z epitopi, ki so skriti v eni 
konformaciji ter izpostavljeni v drugi. Splošno je sprejeto, da integrini zavzamejo dve 
pomembnejši obliki, neaktivno ter aktivno. Določene so že nekatere monoklonske molekule 
za aktivirano stanje integrina ravno tako so že znane lokacije nekaterih epitopov. S 
postavitvijo teh epitopov v tri dimenzionalne strukture integrina, lahko dobimo z 
izpostavitvijo epitopov koristne informacije o spremembah konformacije integrina ob 
prisotnosti signalov. Aktivacije integrina iz notranjosti preko različnih signalnih poti lahko 
namreč rezultira v različnih aktivacijskih stanjih integrina. S pomočjo monoklonskih molekul 
pa lahko bolje definiramo konformacijske spremebe ob aktivaciji. 
Jasno je, da aktivacija iz notranjosti sproži spremembo oblike integrinske molekule, vendar je 
okoli odnosa med privlačnim stanjem ligand vezavnega mesta ter splošno molekulsko 
konformacijsko obliko še vedno veliko polemik. 
Obstajata dve teoriji, in sicer »switchblade« model ter »deadbolt« model. »Switchblade« 




vsaj srednje) privlačno stanje. Razlaga temelji na predpostavki, da iztegnjenost integrina 
omogoči dovolj prostora, da lahko hibridna domena zaniha navzven. »Deadbolt« model 
predlaga da gibanje hibridne domene β ni povezano s signali iz notranjosti celice. Že samo 
vezava ligandov naj bi lahko zagotovila dovolj energije za zavihanje hibridne domene 
navzven. 
2.2.2 Struktura podenote α 
Veriga α je sestavljena iz štirih ali petih izvenceličnih domen: iz 7 krakega propelerja, stegna 
ter dveh mečnih domen. Devet od osemnajstih verig α ima domeno αI iz okoli 200 amino 
kislin, ki je vstavljena med kraka 2 in 3 propelerja β. Domena I katere kopija se pojavi tudi v 
verigi β, ima okoli 5 plasti β obkroženih s sedmimi vijačnicami α. Domena αI predstavlja 
izključno ekstracelularno vezno mesto ligandov. Zadnji trije ali štirje kraki propelerja β 
vsebujejo domene, ki vežejo Ca2+ na spodnjo stran kraka, proč od vezavnih mest za ligande. 
Dokazano je bilo, da ima vezava Ca2+ na ta mesta vpliv na vezavo ligandov. 
Stegenska in mečna domena imata imunoglobinom podobno sestavo. Imata okoli 140 - 170 
aminokislinskih ostankov z več nitkami β kot tipične domene Ig (~100 ostankov). Za 
fleksibilnost med domenami sta najbolj pomembni dve povezavi, povezava med propelerjem 
β in stegnom ter »genu« ali koleno, ki je med stegnom ter prvo mečno domeno. Koleno 
podenote α se nahaja blizu podobne strukture v podenoti β, s tem pa so omogočene ekstenzije, 
ki nastanejo zaradi gibov v kolenih. Domena αI v αxβ2 se nahaja v propeler β domeni. Za 
razliko od ostalih štirih noga α domen, ki imajo relativno togo strukturo, domena I izkazuje 






Slika 8: Ilustracija gibanja α7 vijačnice v I domeni in zanihanje hibridne domene navzven. Zgornji par predstavlja zaprto 
ter odprto konformacijo integrina brez α – I domene, spodnji sklop pa predstavlja zaprto ter odprto konformacijo ob 
prisotnosti  αI domene. Intrinzični ligand je glutamat (E310 v αL). Slike je povzeta iz [7]. 
2.2.3 Struktura β-podenote 
Pri integrinih brez domene αI ima podenota β pomembno vlogo pri vezavi ligandov v 
podenoti α. V tem primeru se ligand veže na razpoko v glavi kjer se stikata vijačnici α in β. 
Noga β ima sedem domen s fleksibilnimi in kompleksinimi povezavami. Domena βI se nahaja 
v hibridni domeni, ki se nahaja v plexin – semaphorin - integrin (PSI) domeni. Tem domenam 
nato sledijo štirje s cisteinom bogati moduli epidermalnega rastnega faktorja (EGF) ter rep β 
domena. Hibridna domena v zgornjem delu noge β ima gubano β strukturo. PSI domena z 
gubo α/β je razdeljena na dva dela povezana v β3 z dolgo, od Cys - 13 do Cys - 435, 
disulfidno vezjo. 
Zadnje študije kristalnih struktur EGF modulov predpostavljajo, da ima vsak EGF modul 
osem cisteinov, povezanih v C1 - C5, C2 - C4, C3 - C6 in C7 - C8 vzorec, z izjemo EGF1, ki 
ne vsebuje C2 - C4 dislufida. V strukturi β3 integrina αIIbβ3 lahko vidimo, da je vseh 56 




naj bi stik CD zanke rep β domene in vijačnice α7 domene βI rezultiral v aktivaciji integrina. 
Vendar je ta stik zelo majhen in tak stik ni bil opažen pri preučevanju αIIbβ3 ali αxβ2 struktur. 
V splošnem se zdi,da je noga β bolj fleksibilna kot noga α. Domena EGF je relativno 
plastična, posebno med EGF1 in EGF2, v kolenu β, v PSI/hibridnem spoju ter hibrid/ I-EGF1 
spoju. 
2.2.4 Kation vezna mesta 
Vezava ligandov je odvisna od kationov Mg++, Ca2+, Mn++. Iz strukture domene αI je bilo 
razvidno, da je pri vezavi liganda potreben ion Mg++, »kovinsko odvisna adhezijska stran«, 
(metal  ion  dependent - adhesion site (MIDAS)); pri kristalni strukturi z vezanim Mn++ so 
bila ob aktivaciji opažena znatna gibanja α7 vijačnice. V zadnjih študijah strukture αIIbβ3 
integrina je bila kationom predpisana močna elektronska gostota, in sicer na treh mestih, ki jih 
tvorijo zanke domene βI (Slika 9); Mg++ je bil dodeljen centralni MIDAS strani z dvema 
spremljajočima Ca2+ na vsaki strani. Ena izmed spremljajočih strani (adjacent sites 
(ADMIDAS)) veže nase inhibitorni (zaviralni) Ca2+ ion. V tem primeru vezava Mn++ povzroči 
strukturno spremembo integrina kar povzroči aktivacijo le tega. Druga Ca2+  spremljajoča 
stran predstavlja sinergijsko vezavno mesto za kovinske ione. 
 
Slika 9: Tri domene β–I, ki vežejo kovinske molekule v αxβ2 integrinu; v barvni cian so predstavljeni aspartat ligandi. Slika 
je povzeta iz [7]. 
Kot že omenjeno domena βI izkazuje izrazito odprto ter zaprto stanje, pri čemer se vključuje 
tudi gibanje vijačnice α7 (velja za integrine brez domene αI). Podobne spremembe so bile 
opažene tudi pri domeni αI. Ko se ligand, npr. Arg – Gly - Asp, veže pri odprtem stanju, 




nespremenljiv Glu ostanek, ki se nahaja v domeni αI obnaša kot intrinzični ligand. V primeru, 
ko aktivna βI MIDAS nase veže notranji (intrinzični) ligand to povzroči aktivacijo domene αI. 
Utemeljitve za ta model izhajajo iz mutacij Glu, ki prekinejo aktivacijo integrina. Ravno tako 
bi lahko premikanje domen αX povzročilo enake intrinzične interakcije. 
2.2.5 Transmembranske domene (TM domene) 
Transmembranski domeni α in β celično membrano prečkata enkrat. Sestavljeni sta iz 25 - 29 
aminokislinskih ostankov, ki tvorijo α - heliks vijačnice, ki so lahko homodimerne ali 
heterodimerne. Vsi dosedanji izsledki o transmembranskem delu integrina temeljijo na 
nuklearni magnetni resonanci (NMR - nuclear magentic resonance). Trenutno velja 
prepričanje, da sta v neaktivnem stanju integrina transmembranski domeni α ter β tesno 
povezani. 
Transmembranske domene imajo pomembno vlogo pri aktivaciji integrina, saj trenutno velja 
prepričanje, da je za aktivacijo potrebna separacija transmembranskih domen (TM). 
Predlaganih je kar nekaj modelov, ki poskušajo pojasniti prekinitev vezi med 
transmembranskimi domenami (»piston model« (vertikalno gibanje TM domen povzroči 
premik), »scissors model« (povečanje kota med TM domenami) , »separation model« (fizična 
ločitev dveh podenot)). V vsakem modelu je končni rezultat prekinitev interakcije med TM 
domenama α in β ter konformacijska sprememba zunajceličnih ali citoplazemskih domen. 
2.2.6 Citoplazemski rep 
Citoplazemski repi so običajno nestrukturirani ter sestavljeni iz okoli 10 - 70 aminokislinskih 
ostankov, z izjemo podenote β4, ki jo sestavlja >1000 aminokislinskih ostankov. Podobno kot 
pri transmembranskih domenah dosedanji podatki temeljijo na raziskavah z NMR. 
Citoplazemski repi β so homogeni medtem, ko so repi α divergenti. Točna vloga 
citoplazemskih repov še ni popolnoma določena, saj na tem področju obstaja še veliko 
polemik. Po trditvah nekaterih študij interakcija med repoma α in β ne obstaja vendar nekatere 
študije trdijo, da lahko določene transmembranske sekvence tvorijo solni most med 
arganinom (R) podenote α in asparaginsko kislino (D) podenote β. 
Vloga citoplazemskih repov pri regulaciji afinitete integrina je bila raziskana pri hitro 
aktiviranem integrinu αIIbβ3 ter pri integrinih iz družine β2. Izkazalo se je, da sta za separacijo 
repov α ter β ter poseldično za aktivacijo integrina, pomembna dva proteina, in sicer talin ter 




2.3 Prenos signalov 
Integrini lahko prenašajo signale v celico s pomočjo vezave ligandov (»outside - in« 
signaling), sposobni pa so tudi prenosa signalov iz notranjosti celice navzven (»inside - out« 
signaling). V večini adherentnih cellicah so integrini bazalno aktivni, v večini celic, ki so 
prosto gibljive (trombociti, levkociti) pa so integrini bazalno neaktivni vse do aktivacije npr. 
zaradi agregacije trombocitov ali zaradi odziva na vnetno stanje v primeru levkocitov. V 
celicah, ki so prosto gibljive so integrini v nizko afinitetnem stanju in so za aktivacijo odvisni 
od znotrajceličnega prenosa signalov. 
Integrini omogočajo povezavo med zunajceličnim matriksom ter aktinskim citoskeletom sami 
pa niso sposobni aktivacije kinaze. Ta povezava integrinom omogoča regulacijo citoskeletne 
organizacije, regulacijo gibljivosti celic omogoča pa jim tudi spreminjanje tokovnih poti 
znotrajceličnih signalov (angiogeneza, oblika celice, proliferacija, celično preživetje). 
Izvencelične domene lahko vežejo različne ligande medtem, ko lahko znotrajcelične vežejo 
zgolj citoskeletne proteine, ravno ta povezava pa omogoča prenos signalov med celično 
zunanjostjo in notranjostjo. 
2.3.1 Prenos signalov iz notranjosti navzven »INSIDE-OUT« 
V neaktivnem stanju so integrini v upognjeni formaciji. Ob prisotnosti aktivacijskega signala, 
ki pride iz notranjosti celice, se sproži aktivacija integrina, ki povzorči iztegnitev 
ekstracelularnih domen, s tem pa se odkrijejo vezna mesta na katera se vežejo lignadi, in 
posledično se omogoči še komunikacija iz zunanjosti navznoter (Slika 10a). Še vedno pa so 
nejasne spremembe, ki se dogajajo v zunajcelični domeni glave, ob spremembi 
konformacijske oblike (»switchblade«, »deadbold«). Komunikacija iz notranjosti navzven je 
pomembna pri fizioloških procesih, na primer pri poškodbah ožilja ali pri vnetnih procesih. V 
krvi se celice nahajajo v bližini ligandov vendar šele ob aktivaciji integrinov, ki je odgovor na 
eksterni vzrok, pride do vezave le teh. Ta regulacijska lastnost integrinov pa je pomembna 
tudi pri razvojnih procesih, kjer morajo celice v času morfogenetskih procesov migrirati v 
določenih časovnih periodah [5]. 
2.3.2 Prenos signalov iz zunanjosti navznoter »OUTSIDE-IN« 
Vezava lignada na zunajcelično domeno integrina povzroči da se integrini zgostijo v 
membrani in tako prenesejo signal v citoplazmo (Slika 10b). Ti preneseni signali imajo vpliv 
na celično rast, diferenciacijo ter apoptozo. Prenos signalov s pomočjo integrinov je zapleten 




imajo vpliv tudi na tvorjenje kompleksov FA (focal adhesion), ki so veliki, dinamični 
proteinski kompleksi sestavljeni iz več kot 150 znotrajceličnih proteinov. Znotraj kompleksov 
FA so proteini v konstantnem pretoku, saj se neprestano povezujejo ter ločujejo eden od 
drugega. Kompleksi FA predstavljajo središča za prenos znotrajceličnih signalov. 
Vezava liganda pa povzroči tudi strnitev integrinov v plazmi membrane ter proizvodnjo 
kompleksov FA, ki spodbujajo nastajanje aktinskih filamentov. Aktinski filamenti se nato 
povežejo v večja vlakna kar povzroči nadaljnje strnjevanje integrinov in okrepljeno vezavo 
matriksa. Povezava med integrini ter aktinskimi filamenti omogoča regulacijo rasti 
kompleksov FA kot tudi regulacijo oblike celice [5]. 
 
Slika 10: Strnitev levkocitov na endotelijski površini. (a) Vezava glikoprotein selektin ligandov (živo rumena in vijolična) 
levkocita na selektine (modra) endotelijske površine ter šibka vezava integrinov v nizko afinitetnem stanju (zelena) na 
ICAM (rumena) endotelijske površine olajšuje celično povezovanje ter gibanje. Ta vezava skupno s signali iz kemokinov 
(roza) generira inside-out signale (rumene puščice), ki povzročijo aktivacijo integrinov. (b) Vezava levkocita je regulirana z 
zgostitvijo aktivnih integrinov (rdeča), ki se vežejo na endotelijske celice. Slika je povzeta iz [5]. 
3 Celice v kislem mediju 
Kisle, bazične in nevtralne raztopine se razlikujejo predvsem po koncentraciji oksonijevih in 
hidroksilnih ionov. V kislih raztopinah prevladujejo oksonijevi, v bazičnih hidroksilni, v 
nevtralnih pa je koncentracija oksonijevih in hidroksilnih ionov enaka. Za kvantitativno 
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pH je definiran kot negativni dekadični logaritem koncentracije oksonijevih ionov [8]. 
Kvantitativno vrednost pH pa lahko določimo tudi po izrazu: 
 ( 2 ) 
kjer  predstavlja aktivnost vodikovih ionov in  koncentracijo vodikovih ionov. 
Vrednost pH medija v katerem se nahajajo celice ter tkiva je eden izmed poglavitnih 
faktorjev, ki vpliva na molekularne procese, ki so vpleteni v celični ciklus, celično 
proliferacijo, diferenciacijo, metabolizem ter sintezo beljakovin. Vrednost zunajceličnega pH 
pa vpliva tudi na gibljivost celic. 
Optimalna pH vrednost za celično rast se razlikuje med posameznimi celičnimi linijami, 
vendar je v večini primerov med 7,0 in 7,7. V nekaterih primerih ima lahko že sprememba pH 
za 0,2 velik vpliv na celične procese [9]. Medtem, ko je nižja vrednost pH značilna za 
tumorsko okolje ter okolje poškodovanih tkiv je bazično zunajcelično okolje značilno za 
nekrotična tkiva. Bazičnost nekrotičnih tkiv je posledica celičnega odmiranja s čimer se 
zmanjšuje tvorjenje kislih metabolitov [10]. 
 
Sprememba pH vrednosti v kislo območje je ena izmed karakteristik demieliniziranih lezij. 
Zanimivo je, da kisli zunajcelični pH ovira migracijo, proliferacijo in preživetje prekurzorjev 
oligodendroglijskih celic (OPCs), ravno tako ima vpliv na diferenciacijo prekurzorjev v 
oligodendrocite in s tem posledično ovira remielinizacijo aksonov, medtem ko prekuzorji 
oligodendrocitov izkazujejo izrazito težnjo po migraciji v območja z nižjim pH. 
Remielinizacija je spontano obnavljanje lezij aksonov v centralnem živčnem sistemu in se 
kaže kot ena izmed obetavnih terapij pri zdravljenju multipla skleroze. OPCs so prisotni tudi v 
mikrookoljih možganskih tumorjev in pri celjenju možganskih poškodb. Smiselno je 
upoštevanje rezultatov raziskav s področja sprememb pH vrednosti pri OPCs pri raziskavah 
možganskih tumorjev ter možganskih poškodb. Dokumentirane vrednosti zunajceličnega pH 
pri možganskih tumorjih so med 6,2 in 6,9 ter med 5,7 in 6,1 pri poškodbah [11]. 
Raziskave, ki so jih izvajali na območju pH med 6,0 ter 8,0, so pokazale, da se v območju pH 
med 6,5 – 8,0 hitrost ter radij migracije OPCs na površinah prevlečenih z lamininom oz 
fibronektinom znatno zmanjša v primerjavi z migracijo OPCs na površinah prevelečenih s 




primerih hitrost ter radij migracije znatno zmanjšala, kar nakazuje, da so v ekstremih 
razmerah odvijajo dodatne celične spremembe. Laminin je ena izmed glavnih komponent 
zunajceličnega matriksa v centralnem živčnem sistemu, fibronektin pa se pojavlja v manjših 
koncentracijah vendar se njegova količina bistveno poveča na območju lezij. OPCs 
vzpostavljajo interakcije z lamininom ter fibronektinom s pomočjo membranskih proteinov 
med katerimi je tudi integrin α6β1 (receptor za laminin) ter integrina αVβ1 in αvβ3 (receptorja 
za fibronektin). Rezultati študije nakazujejo, da so za odziv celic na spremebo pH v območju 
med 6,5  8,0 potrebne interakcije med proteini celične membrane ter ligandi.  
Regulacijski mehanizmi, ki uravnavajo celično adhezijo in gibljivost preko zunajceličnega pH 
še niso popolnoma pojasnjeni. Znano je, da je v ta dinamičen proces vključenih več 
dejavnikov, kot so interakcije med ligandi in receptorji na celičnem površju, znotrajcelični 
prenos signalov, ki regulira izražanje membranskih receptorjev in organizacijo citoskeleta, 
vključeni pa so tudi drugi znotrajcelični procesi na katere vpliva sprememba zunajceličnega 
pH [11]. 
Pri raziskavi R.K. Paradise s sodelavci, na mikrovaskularnih endotelijskih celicah, ki imajo 
izraženo fiziološko pomembno raznovrstno populacijo integrinov in so vključene pri celjenju 
ter angiogenezi ter na celicah CHO - B2 z izraženim integrinom αvβ3  se je izkazalo, da se s 
časom večina celic obrne proti kislemu gradientu ter da se celice tekom migracije tudi 
polarizirajo proti kislemu gradientu. Daljša življenjska doba membranskih izboklin 
(protruzij), ki so izpostavljene kislejšemu pH, bi lahko povzročila reorientacijo celic, tako da 
kisli del celice postane vodilni. Povečana formacija aktin  integrin - adhezijskega kompleksa 
na membranskih protruzijah, ki se nahajajo v kislejšem območju še dodatno pospeši 
reorientacijo celic. Možno je, da povečano število aktiviranih integrinov na kislem delu celice 
ustvari privlačno silo in s tem omogoča, da celice hitreje migrirajo skozi gradient 
zunajceličnega pH, vendar lahko prevelika vezava ligandov na integrine celoten proces 
upočasni. Celice velikokrat izkazujejo bifazno migracijsko hitrost v substartih, ki pospešujejo 
adhezivnost, kar bi lahko pojasnilo zmanjšanje migracijske hitrosti v kislih območjih [12]. 
Izvedenih je bilo tudi veliko proteomskih študij (študije struktur ter funkcij proteinov) na 
ledvicah, saj so le te odgovorne za vzdrževanje ionskega ter pH ravnotežja znotraj organizma 
in so večkrat izpostavljena kislim pogojem. Kadar pride do pojava metabolične acidoze 
ledvične celice povečajo vnos glutamina in katabolizem, pospešijo pa tudi izločanje amoniaka 




pH ima pomembno vlogo pri optimizaciji celičnih procesov in njegove spremembe lahko 
hitro ovirajo celične molekularne strukture in njihove reakcije. Ekstremne pH vrednosti lahko 
pripeljejo do denaturacije proteinov in do destabilizacije DNA, hitrost encimskih reakcij pa se 
spremeni že z zelo majhno spremembo pH vrednosti. Kot kažejo raziskave, sprememba pH 
vrednosti zaviralno vpliva tudi na glikolizacijo, kar pomeni zmanjšanje količine 
glikoproteinov, med katere sodijo encimi, večina hormonskih proteinov, protitelesa in številni 
membranski proteini [9]. 
4 Tumorske celice v kislem mediju 
Tumorsko mikrookolje se od normalnega tkiva razlikuje v večih fizioloških lastnostih. 
Zunajcelično okolje tumorja kot tudi poškodovanega tkiva je pogosto bolj kislo kot 
zunajcelično okolje zdravih tkiv. Pri tumorjih pa se razlikujeta tudi znotrajcelični ter 
zunajcelični pH. Vrednost zunajceličnega pH (pHe) tumorja je pri ljudeh običajno pod 7,0 
medtem, ko se vrednost pH znotrajceličnega okolja (pHi) s pomočjo kompleksnih 
regulacijskih mehanizmov giblje okoli nevtralne vrednosti 7,0. pHe je odvisen od tipa tumorja 
in je pri večjih tumorjih nižji kot pri manjših istega tipa. Znano je tudi, da je pHe tumorskih 
metastaz višji kot pHe primarnega tumorja [10, 12]. 
Nizek pHe ter velik gradient med pHe in pHi imata velik vpliv na odziv tumorjev na 
kemoterapijo, radioterapijo in hipetermijo. Kisel pHe poviša dovzetnost tumorskih celic na 
šibka kisla zdravila kot sta ciklofosfamid in cisplatin, vendar zniža učinkovitost šibko 
bazičnih zdravil kot sta doxorubicin in vinblastin. V kislem pH se tudi zniža učinkovitost 
radiacje medtem, ko se pri hipertermiji celična apoptoza zviša [10]. 
Kisel pH ima pomembno vlogo pri onkogenezi, maligni transformaciji, metastaziranju in 
angiogenezi. Fiziološke kot fizične spremembe, so v veliki večini povzročene zaradi 
nenormalne ožiljenosti tumorja ter motenega metabolizma [13]. 
Ob nastanku tumorja se prične razvijati njegovo ožilje, ki nastaja iz okoliških venul. Proces je 
stimuliran s pomočjo mnogih angiogenetskih faktorjev, ki jih proizvajajo tumorske kot tudi 
bližnje sosednje celice. Karakteristika tumorskega ožilja je heterogena porazdelitev, 
razširjenih, neenakomerno nabreklih, zoženih, zvitih ter ostro prepognjenih krvnih žil, ki so 
podobne kapilaram. Posledično je krvni pretok v tumorju slab in s tem je omejena tudi 
preskrba celic s kisikom ter hranili. Z rastjo tumorja se razdalja tumorskega tkiva od kapilar 




prihaja tudi do kompresije tumorskih žil s čimer se prekrvavitev tkiva še dodatno zmanjša 
[10]. Tumorske žile imajo velikokrat okvarjeno žilno steno, zgrajeno iz ne organiziranih ter 
slabo povezanih endotelijskih celic, kar ima za posledico visoko prepustnost tumorskih žil. 
Preučevanje tumorskega ožilja je težavno, saj ožilje predstavlja le majhen del celotnega 
tumorja, same žile pa so tudi pod močnim vplivom tumorske nekroze in vnetij [14]. 
Zaradi nehomogenosti tumorskega ožilja je ovirana preskrba tkiva s kisikom, kar ima za 
posledico hipoksijo. Hipoksija povzroči, da metabolizem glukoze poteka preko glikolitičnih 
poti namesto preko respiratornih kar ima za posledico tvorjenje mlečne kisline in zakisanost 
tumorskega okolja. Zakisanost pa se lahko pojavi tudi brez prisotnosti hipoksije saj tumorske 
celice kljub prisotnosti kisika izvajajo metabolizem glukoze z glikolizo kar je poznano kot 
Warburg – erjev efekt [10, 12, 13]. 
Hipoksija ima vpliv na različne transkripcijske faktorje med katerimi je tudi HIF - 1 (hypoxia-
inducible factor- 1), ki aktivira transkripcijo genov, ki sestavljajo proteine, kateri omogočajo 
adaptacijo na hipoksijo, kar ima pomemben vpliv na malignost tumorja. HIF - 1 naj bi 
aktiviral okoli 70 genov ter transporterje glukoze in glikolitične encime. K zakisanosti 
tumorskega okolja med akutno hipoksijo še dodatno pripomore hidroliza ATP. 
Eden izmed bolje poznanih odzivov celic na hipoksijo je visoka glikolitična aktivnost celic. S 
povečano glikolitično aktivnostjo se poveča poraba glukoze in proizvodnja mlečne kisline kar 
ima za posledico zakisanost tumorskega okolja [10]. 
Kopičenje zunajceličnega laktata in nizek pH (pogosto poimenovano kot laktična (mlečna) 
acidoza – laktacidoza (LA)), sta fiziološki spremembi, ki jih najdemo v večini čvrstih rakavih 
tumorjev. LA se velikokrat smatra kot posledica hipoksije vendar se lahko laktična kislina 
kopiči v intersticijskih tekočinah tumorja zaradi različnih vzrokov, ki so lahko odvisni ali 
neodvisni od nivojev kisika. Pri nizkih nivojih kisika se lahko LA ustvarja kot stranski 
produkt anaerobne glikolize ravno tako pa se LA lahko kopiči zaradi slabe perfuzije ter 
slabega limfnega sistema tumorjev, ki onemogočata odvajanje LA iz intersticijskih prostorov 
[13]. 
Razlikovanje med hipoksijo ter laktacidozo je ključnega pomena za načrtovanje zdravljenja. 
Metode za določanje različnih faktorjev tumorskega okolja se izvajajo in vivo in so velikokrat 
invazivne, kar zahteva posebne laboratorijske pogoje, težavno pa je tudi določanje ter analiza 




pomočjo katerih se lahko preučuje kako posamezni faktorji vplivajo na vrsto ter obnašanje 
rakavih celic. S pridobljenimi rezultati na celičnih kulturah je mogoče predvidevati kateri so 
poglavitni vzroki za napredovanje tumorja. Tako so na primer ugotovili, da visoka raven 
laktata (laktoze) spodbudi rakave celice, da aktivirajo hipoksijo, vpliva na NAD+/NAD+ 
ravnotežje in aktivira izražanje CD44 in hialurona v fibroblastih. Acidoza ima podobno kot 
hipoksija vpliv na aktivacijo genov ter transkripcijo, spodbuja pa tudi angiogenezo, celično 
migracijo in preoblikovanje tkiv [10, 13]. In vitro hipoksija spodbuja angiogenezo, celično 
migracijo ter porabo energije. Aplicirana LA na celične kulture je sprožila  prenos signalov s 
pomočjo kalcija, izražanje pro – angiogenetskih genov, stabilizacijo HIF1α ter celično smrt. 
Pri interpretaciji in vitro rezultatatov in pri povezovanju teh rezultatov z in vivo je potrebna 
previdnost, saj in vitro okolje ni popolna slika in vivo okolja [13]. 
 
Zunajcelični pH ima vpliv tudi na celično proliferacijo in diferenciacijo. V študiji R. C. 
Fitzgeralda in sodelavcev, ki je bila narejena na karcinogeni celični liniji HT29, se je izkazalo, 
da kronična izpostavljenost kislemu okolju celično prolifiracijo zavre, poveča pa se izražanje 
villina (protein za vezavo aktina), medtem ko kratkotrajna 1h izpostavljenost proliferacijo 
spodbudi. Za pospešeno celično proliferacijo je nujno potrebna izmenjava NA+, H+ ionov. 
Aktivnost Na+/ H+ antiporta (NHE) pa je pri celicah HT29 odvisna od izpostavljenosti kislemu 
okolju. Pokazano je bilo tudi, da se celični cikel bistveno skrajša ob izpostavljenosti kratkemu 
kislemu pulzu. Predhodne študije so dokazale, da mora biti znotrajcelični pH znotraj ozkih 
tolerančnih meja, da celica vstopi v S fazo celičnega cikla. Odstopanje zunajceličnega pH od 
nevtralne vrednosti lahko povzroči spremembo znotrajceličnega pH. V primeru kislega pHe se 
lahko tudi pHi zniža kar ima za posledico, da celični cikel obmiruje v fazi G0/G1 [15]. 
Da se lahko pHi giblje okoli nevtralne vrednosti se morata proizvedeni laktat ter kislina 
izločiti iz celice, kar ima za posledico zunajcelično laktacidozo [13]. Za nevtralizacijo pHi 
obstajajo v celici regulacijski mehanizmi, ki se delijo na kratkoročne ter dolgoročne. 
Kratkoročni mehanizem so na primer poraba metaboličnih kislin, prenos kislin do organelov 
ter hitre puferske reakcije, ki ob nižanju pHi v citosolu le tega ponovno nevtralizirajo. Med 
najbolj pomembne dolgoročne regulacijske mehanizme pHi spada izmenjava Na+ in H+ ionov 
skozi Na+/ H+ antiport [10]. 
Od Na+/ H+  izmenjave, zunajceličnega pH ter od integrina α2β1 pa je odvisna tudi migracija 




7,0 celice MV3 dosegajo maksimalno gibljivost. V primeru inhibiranosti NHE ali v primeru, 
ko je bila aktivnost NHE stimulirana s propionsko kislino je migracija celic pri vrednosti pHe 
6,6 ali 7,5 opazno upadala. Adhezija celic je bila najbolj izrazita pri pHe 6,6 pri bazičnem pHe, 
inhibiciji NHE ali v primeru blokiranja integrina α2β1 pa je bistveno oslabila. 
Aktivnost NHE ima ključno vlogo tudi pri migraciji ledvičnih epitelnih celic, levkocitov, 
nevtrofilcev ter kerationocitov [16]. 
Celična migracija je pomemben korak v širjenju raka po organizmu – metastaziranje. 90% 
smrti, ki so povezane z rakom je posledica metastaziranja [14]. 
Karakteristike tumorskega okolja so torej nizka raven kisika, zvišan intersticijski pritisk, nizka 
raven glukoze, visoka koncentracija laktata, nizek zunajcelični pHe ter primanjkovanje 
energije. Kot že omenjeno to okolje aktivira HIF- 1, ki aktivira vrsto genov, ki spodbujajo 
širjenje metastaz. Klinične preiskave so pokazale, da so daljša hipoksija, zvišan pritisk in 
visoka koncentracija laktata v primarnem tumorju povezani z metastaziranjem po celotnem 
telesu [17]. 
Študije vpliva kislega pHe na rast ter metastaziranje tumorja so si kontradiktorne, vendar je 
kar nekaj raziskav in vitro pokazalo, da ima pHe vpliv na izražanje genov, za katere je znano, 
da spodbujajo invazivno rast ter metastaziranje [17]. 
Migracija je visoko organiziran proces pri katerem so celice vodene tako z znotrajceličnimi 
kot tudi z zunajceličnimi signali. Mehanske signale, ki vplivajo na migracijo tumorskih celic 
zaznavajo integrini in drugi adhezijski receptorji, kemični signali pa so zaznani s pomočjo 
kemokinov in rastnih faktorjev. In vitro eksperimenti z reduciranimi vplivi so pokazali, da 
mehanski in kemični dražljaji delujejo paralelno. Migrirajoča celica deluje kot integrator saj 
zaznava sočasne dražljaje, aktivira znotrajcelične poti in se odziva z organiziranimi procesi, ki 
imajo za posledico celične protruzije in kasnejšo migracijo [18]. 
Raziskava E. K. Rofstad et. al, na BALB/c nu/nu miših katerim so vbrizgali humane melanom 
celice (A - 07, D - 12, T - 22), ki so bile predhodno in vitro gojene pri pHe 6,8 ali 7,4 
(kontrola) je nedvoumno pokazala, da predhodno gojenje v kislem pHe spodbuja A - 07, D - 





Tabela 2: Povzetek študij o učinkih zunajceličnega pH na celično adhezijo ter migracijo. Tabela je povzeta iz [19]. 
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Humane melanom celice 
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Povečana invazivnost, povišano 
izločanje proteinaz in proangiogenskih 
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Faff and 
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5 Regulacija aktivacije integrina in celičnih procesov v kislem 
zunajceličnem pH 
Molekularni procesi, ki so odziv na kisli pHe so še v veliki večini nepoznani. Integrini so 
transmembranski receptorji, ki predstavljajo fizično povezavo med celico in zunajceličnim 
matriksom in so posledično sposobni modulacije adhezije in migracije v odvisnosti na 
zunajcelične pogoje. 
V študiji R.K. Paradise s sodelavci je bil raziskan vpliv kislega zunajceličnega pH na osnovno 
interakcijo v celičnem matriksu: vezavo med integrini in ligandi; ta vezava predstavlja fizično 
povezavo, ki lahko prenaša tako mehanske kot kemične signale. S pomočjo eksperimentov ter 
računalniških simulacij je bilo raziskano kako se strukturne spremembe na molekularni ravni 




glave αVβ3 integrina kar nakazuje, da ima kisli zunajcelični pH vpliv na aktivacijo integrina. 
Ta ugotovitev je tudi v skladu s citometrijo in atomsko spektrometrijo αVβ3 integrina. 
Pri izpostavitvi celic pHe 6,0 so s pomočjo citometrije ugotovili, da se je povečalo število 
aktiviranih αVβ3. Pri tem pa je potrebno opozoriti, da je bilo potrebno za uspešno izvedbo 
poskusa celice vrniti v pHe 7,4. Izvedba poskusa pri pHe 6,0 nakazuje, da je integrini ostanejo 
aktivni še nekaj časa potem, ko so vrnjeni v nevtralno okolje. Opomniti je potrebno tudi, da je 
bil nivo aktiviranih integrinov pri izpostavitvi celic pHe 6,5 ter 7,0 pibližno enak kot pri pHe 
7,4. Rezultati spektrometrije nakazujejo, da se frekvenca vezave RGD ligandov na αVβ3 pri 
izpostavitvi kislemu pH zvišuje, kar zopet nakazuje na povišano število aktiviranih integrinov. 
Nadalje so raziskali kako povišana aktivacija integrinov vpliva na celično protruzijo ter 
adhezijo, ki sta dva pomembna procesa pri celični migraciji in sta regulirana s pomočjo 
vezave ligandov na itegrine. S pomočjo kimografije so primerjali hitrost ter življenjsko dobo 
protruzij pri kislem in nevtralnem zunajceličnem pH in ugotovili, da se pri kislem pHe 
življenjska doba celičnih protruzij podaljša, hitrost pa zmanjša. 
Za ugotavljanje vpliva kislega pH na celično adhezijo so za omogočanje vizualizacije aktin-
integrin adhezijskih kompleksov (AIACs) uporabili transfekcijo z GFP-vinkulinom. 
Pridobljeni rezultati so pokazali, da imajo celice v kislem pHe v povprečju več AIACs kot 
celice pri nevtralnem pHe in da kompleksi dosežejo povprečno enako velikost v kislem in 
nevtralnem pHe. Ti izsledki nakazujejo, da ima zunajcelični pH pomemben vpliv na procese, 
ki so kritični za celično migracijo [19]. 
6 Elektroporacija 
Elektroporacija je pojav do katerega pride, ko celico izpostavimo električnemu polju. Je ena 
izmed najbolj uspešnih nevirusnih metod, ki omogoča prečkanje membrane številnim 
molekulam, ki jih sicer celica v normalnih okoliščinah ne prepušča. Je vsestranska metoda, ki 
se poleg v medicini uporablja še v biotehnologiji za pasterizacijo hrane in čiščenje vode. 
Njene učinke izkoriščamo  za vnos kemoterapevtikov v tumorska tkiva, uporablja se jo za 
vnos genskega materiala pri genski elektrotransfekciji, za zlivanje celic, ablacijo tkiv, 
sterilizacijo tekoče hrane [4]...  
Električno polje deluje na biološke celice na različne načine, zanimivo pa se nanj odzove 




ki ločuje dve prevodni področji: citoplazmo in zunajcelični prostor. Zaradi primanjkljaja 
pozitivnih ionov v citoplazmi je na celični membrani vseskozi prisotna električna  napetost. 
Primanjkljaj se vzdržuje s pomočjo Na+ -K+ črpalk ter trajno prepustnih K+ kanalov. Ob 
vzpostavitvi ravnotežnega stanja med Na+ in K+ ioni se na celični membrani vzpostavi 
mirovalna napetost, ki jo določa Goldmanova enačba:                                    
                                ( 3 ) 
kjer je RT plinska konstanta, T absolutna temperatura, F Faradayeva konstanta, q razmerje 
prepustnosti membrane za Na+ in K+, [Na+]e, [K+]e, [Na+]i, [K+]i pa so koncentracije Na+ in K+v 
zunajceličnem prostoru in citoplazmi [20]. 
Mirovalna membranska napetost ima negativen predznak, saj se jo meri tako, kot če bi bila 
referenčna elektroda zunaj celice, merilna elektroda pa v citoplazmi. Po velikosti znaša med 
40 in 90 milivolti, kar pa je odvisno od vrste celice ter od faze celičnega cikla [20]. 
Mirovalna membranska napetost ima negativen predznak, saj se jo meri tako, kot če bi bila 
referenčna elektroda zunaj celice, merilna elektroda pa v citoplazmi. Po velikosti znaša med 
40 in 90 milivolti, kar pa je odvisno od vrste celice ter od faze celičnega cikla [20]. 
Ob izpostavitvi celice električni pulzom se poveča prepustnost celične membrane za snovi, ki 
jih membrana sicer ne prepušča. Potek elektroporacije je odvisen od parametrov, ki določajo 
električno polje (električna poljska jakost, trajanje pulza) ter od nekaterih fizikalnih 
dejavnikov kot so temperatura, prevodnost poracijskega medija, ozmotski tlak in od 
popolnosti celičnega skeleta. Ob izpostavitvi celice električnemu polju se ioni v 
zunajceličnem mediju in citoplazmi gibljejo v smeri električne sile, celična membrana pa jim 
predstavlja oviro, preko katere ne morejo prehajati zato se ob membrani nabere majhen 
presežek ionov. Presežek povzroči polarizacijo membrane in na njej se vzpostavi dodatna 
napetost- vsiljena transmembranska napetost (VTN). VTN se prišteva mirovalni napetosti in 
če njuna vsota preseže določeno vrednost (med 0,2 in 1 V) se prepustnost membrane močno 
poveča. 
Za okrogle celice lahko vsiljeno transmembransko napetost izračunamo po Schwanovi enačbi: 
,      (4) 
kjer je E jakost zunanjega električnega polja, R polmer celice, θ pa kot med smerjo vektorja 
jakosti električnega polja ter vektorjem normale, ki povezuje središče celice in obravnavano 




sorazmerna absolutni vrednosti vektorja jakosti električnega polja ter velikosti celice in se 
spreminja z lego opazovane točke na membrani. 
Ker je potek elektroporacije odvisen tudi od trajanja električnega pulza razširimo izraz (4) na: 
,     (5) 
kjer je t čas od vklopa električnega polja, τ pa časovna konstanta membrane, ki je odvisna od 
predvodnosti in kapacitivnosti membrane ter snovi, ki jo obdaja. Izraz 5 (Schwanova enačba 
prvega reda) opisuje potek vsiljene membranske napetosti v prvih µs. Vrednost časovne 
konstante membrane se giblje med nekaj sto nanosekundami pa do nekaj mikrosekund. Zaradi 
τ vsiljena transmembranska napetost, ki jo ustvari električni pulz ne nastopi v trenutku, 
temveč svojo končno vrednost doseže po nekaj mikrosekundah. 
 
Slika 11: Okrogla celica v električnem polju: d -debelina celične membrane, E - vektor jakosti električnega polja, R -polmer 
celice, θ -kot med smerjo vektorja jakosti električnega polja ter vektorejm normale, ki povezuje središče celice in 
obravnavano točko na membrani. Slika je povzeta iz [21]. 
Schwanova enačba, za celice, ki niso okrogle velja le približno, za celice, ki imajo obliko 
sferoida ali elipsoida je možno izpeljati natančne izraze, ki veljajo namesto Schwanove 
enačbe za bolj kompleksne oblike pa si pomagamo s približki, ki jih dobimo z numeričnimi 
izračuni (slika 12). 
Ker je vsiljena membranska napetost odvisna od električnega polja lahko pri dovolj močnem 
polju celotna membranska napetost preseže največje fiziološke vrednosti, ki so za membrano 
še sprejemljive. V primeru predolgih in/ali prevelike amplitude napetosti električnih pulzov 
celice odmre, v tem primeru govorimo o ireverzibilni elektroporaciji. Reverzibilna 
elektroporacija pa je pojav, ko po končanem električnem pulzu pride do spontane zacelitve 






Slika 12: Membranska napetost pri celici B16F1, pritrjeni na podlago. Celica ni okrogla in posledično njene mirovalne 
napetosti ne moremo določiti s Schwanovo enačbo. Levo zgoraj je celica brez zunanjge a polja, levo spodaj pri 
izpostavitvi električnemu polju, desno pa je graf membranske napetosti v odvisnosti od kota za spodnjo sliko (krogci 
predstavljajo izmerjene vrednosti, krivulja pa potek določen z računalnikom). Slika je povzeta iz [20]. 
Obstaja več teoretičnih modelov, ki poskušajo razložiti kako izpostavitev električnemu polju 
vpliva na povišano prepustnost membrane, trenutno pa je najbolj sprejet model, ki pripisuje 
povišano prepustnost membrane nastanku hidrofilnih por v lipidnem dvosloju, kar potrjujejo 





7 Namen dela 
Vrednost pH medija v katerem se nahajajo celice ter tkiva je eden izmed poglavitnih 
faktorjev, ki vpliva na molekularne procese, ki so vpleteni v celični ciklus, celično 
razmnoževanje ter rast, diferenciacijo, metabolizem, sintezo beljakovin ter na gibljivost celic. 
Zaradi različnih procesov, ki se odvijajo v tumorskem tkivu, je pH vrednost zunajceličnega 
okolja tumorja nižja od vrednosti zunajceličnega okolja zdravega tkiva. 
Pri načrtovanju zdravljenja rakavih obolenj je ključnega pomena, da se upoštevajo vsi 
dejavniki, ki imajo bistven vpliv na stopnjo učinkovanja zdravil. Tako je potrebno upoštevati, 
da se učinkovanje nekaterih zdravil v kislem okolju zmanjša in posledično se s tem zmanjša 
tudi možnost ozdravitve pacienta. 
 
Za zdravljenje tumorskih celic se danes med drugim uporablja tudi elektrokemoterapija, pri 
kateri se uspešno uporablja pojav elektroporacije. Mehanizmi elektroporacije še niso 
popolnoma poznani vendar je trenutno najbolj uveljavljena hipoteza nastajanja hidrofilnih por 
v membrani. Celična membrana je selektivno prepustna, kar predstavlja oviro za različne 
molekule in tudi za zdravila. Z elektroporacijo vplivamo na prepustnost celične mmembrane, 
kar omogoči, da kemoterapevtiki lažje prehajajo v celico, s tem pa bistveno vplivamo na 
uspešnost zdravljenja.Če želimo uspešno zdraviti rakava obolenja je pomembno, da se pridobi 
celostno razumevanje poteka razvoja tumorskih tkiv, ključno pa je tudi, da se pridobi vpogled 
v mehanizme procesov, ki se odvijajo v celicah, saj lahko le tako uspešno vplivamo na razvoj 
bolezni. 
Namen našega dela je bil preučiti obstoječe raziskave, ki so se poglobile v dejavnike, ki 
vplivajo na acidozo tumorskega okolja, pri tem raziskati vlogo integrinov ter eksperimentalno 
preučiti, kako medij, ki smo mu z dodatkom ocetne kisline znižali vrednost pH, vpliva na 
preživetje tumorskih celic po elektroporaciji. Želeli smo ugotoviti ali pride do razlik med 





8 Materiali in metode 
8.1 Priprava celic 
Pri delu s celicami, je potrebno vzdrževati aseptično okolje, zato smo s celicami rokovali v 
zaščitni komori in pred vsakim začetkom dela delovno okolje ter roke razkužili s 70 % 
etanolom. Med samim delom smo morali biti pozorni, da delovne opreme nismo izpostavljali 
prostoru izven zaščitne komore. 
Poizkuse smo izvajali na celični liniji B16F1 (ECACC, Priloga 5)Celice smo gojili v posodah 
za gojenje celic (TPP, Švica), s 25, 75 ali 150 cm2 veliko površino, namenjeno rasti celične 
kulture. Izbira posode za gojenje je bila narejena glede na število dni do naslednjega 
presajanja ter glede na željeno koncentracijo celic. Za gojenje celic smo uporabili gojišče 
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium), podjetja PAA (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria), ki ga je pred kratkim kupilo podjetje GE healthcare (Priloga 1). Pred uporabo je bilo 
v 500 ml gojišča dodano 5 ml glutamina (Steamcell technologies),  50 ml fetalnega telečjega 
seruma (Sigma – aldrich), 500 µl gentamicina (PAA) ter 50 µl penicilina/streptomicina 
(različni proizvajalci). Mediju  je dodano barvilo Fenol rdeče, ki je indikator pH medija. 
Celice so zelo občutljive na vrednost pH svoje okolice. pH mora znašati med 7,0 in 7,4 ter za 
nekatere celične kulture tudi do 7,7. Fenol rdeče se obarva rumeno, če je medij kisel ter 
vijolično, če je medij bazičen [24]. Gojišče je bilo hranjeno v hladilniku ter pripravljeno vsaj 
24 ur pred pričetkom poizkusa. Nasajene celice smo gojili v inkubatorju (Kambič, Slovenija), 
pri temperaturi 37°C in 5 % CO2. 
Celice v celični kulturi rastejo po značilnem vzorcu, ki ga je možno opisati z rastno krivuljo 
(slika 13, primer za 104 nasajenih celic). Nasaditev celic se imenuje tudi inokulacija. Po 
nasaditvi se morajo celice prilagoditi na novo okolje; popraviti morajo dele membrane, ki so 
bili poškodovani med presajanjem, se pritrditi na podlago in zavzeti ugodno obliko. V tem 
obdobju, ki ga imenujemo lag faza, se število celic le neznatno poveča. Lag fazi sledi obdobje 
eksponentne rasti v katerem so celice v svoji najbolj reproduktivni obliki. To obdobje 
imenujemo eksponentna faza. Ko kultura postane konfluentna, se rast celic ustavi. Pravimo, 
da je celična kultura v plato fazi. Čas trajanja posameznih faz je odvisen od celične linije in 
od nasaditvene gostote celic [24]. Ko celice vstopijo v eksponetno fazo rasti (po dveh do treh 





Slika 13: Rastna krivulja. Krivuljo določajo trije parametri: 1. Latenca ali trajanje lag faze (λ). Določimo jo s presečiščem 
premice, ki se prilega fazi eksponentne rasti in nasaditvene gostote celic. 2. Podvojitveni čas (TD). To je čas, ki je potreben 
za podvojitev števila celic v fazi eksponentne rasti. 3. Gostota celic v nasičenju. Slika je povzeta iz [24]. 
Stanje celične kulture smo najprej preverili pod invertnim mikroskopom Olympus CK – 40. 
Po presoji, da je celična kultura primerna za poizkus, smo pričeli s protokolom odstranjevanja 
celic z dna posodice za gojenje. S črpalko smo najprej odsesali gojišče v katerem so rasle 
celice, da smo odstranili morebitne preostale nepritrjene in odmrle celice smo nato dno 
posodice še dodatno sprali s fiziološko raztopino. Pritrjenim celicam smo nato dodali 0,25 % 
trypsin/ EDTA raztopine, segrete na 37°C. Količina dodanega trypsina je odvisna od volumna 
odvzetega gojišča ( ½ volumna odvzetega gojišča). Po približno 60 s oziroma, ko smo pod 
mikroskopom opazili, da so celice postale okrogle, smo v posodico dodali DMEM (enak 
volumen kot dodanega tripsina). Iz dobro premešane suspenzije smo vzeli 10 µl vzorca za 
določanje koncentracije celic, preostanek suspenzije pa smo prenesli v 50 ml centrifugirko 
(TPP, Švica). Pripravljeno suspenzijo smo 5min, pri 4°C in 1000 rmp centrifugirali v 




sprimejo in zberejo na dnu posode. Tako lahko odstranimo star medij, ne da bi vplivali na 
število celic in pripravimo z novim medijem želeno celično koncentracijo. 
Vzorec za določanje koncetracije celic smo kapnili na hemocitometer. Površina 
hemocitometra v prostoru za vzorec ima videz mreže. Prostor za vzorec smo najprej pokrili s 
krovnim stekelcem. Celično suspenzijo smo s pipeto nanesli na stik krovnega stekelca in 
hemocitometra. Zaradi pojava kapilarnosti zapolni celična suspenzija režo velikosti 0,1 mm 
pod krovnim stekelcem. Nato smo pod mikroskopom prešteli celice v štirih poljih, velikosti 
1mm. Volumen celične suspenzije v enem polju je 10-4 ml. V enem mililitru je torej število 
celic 10000 krat večje, kot smo jih prešteli v enem polju. 
8.2 Priprava kislega medija 
Za pripravo kislega medija smo uporabili etanojsko (ocetno kislino). Ocetno kislino so odkrili 
pri kisanju vina in je ena izmed prvih odkritih organskih kislin. Latinsko ime zanjo je Acidum 
aceticum (acetum = lat. ocet ), njene soli pa so acetati [25]. Je šibka organska kislina s 
formulo CH3COOH in je ena izmed najpreprostejših karboksilnih kislin. Kisel značaj ji daje 
vodikov proton (H+), ki se od ocetne kisline loči z ionizacijo molekule od karboksilne skupine 
(-COOH) karboksilne kisline:  
 ( 6 ) 
pri čemer je C ogljikov atom, H vodikov atom in O atom kisika [W4]. Za določanje pH smo 
uporabili pH meter SevenGo – SG2 (Mettler – Toledo) in merilno elektrodo Inlab Routine Pro 
(Mettler – Toledo). Pred pričetkom meritve smo pH meter kalibrirali. pH meter je v osnovi 
zelo občutljiv voltmeter, ki meri potencialno razliko med referenčno ter merilno elektrodo. 
Referenčna elektroda zagotavlja konstanto in stabilno vrednost električnega potenciala. 
Potencial merilne elektrode pa opišemo z Nernst-ovo enačbo: 
 
   ( 7 ) 
kjer je  =kT Nernstov faktor oziroma faktor naklona, E električni potencial med 
elektrodama, E0 potencial referenčne elektrode, R plinska konstanta, F Faradayeva konstanta, 
T temperatura v Kelvinih,  aktivnost vodikovih ionov. Konica sonde je izdelana iz stekla, 
ki zaznava koncentracijo vodikovih ionov, ki se lahko se premikajo proti sondi (kisle 




negativni naboj) [26]. Kalibracija mora biti vsaj dvotočkovna. Naredimo pa jo tako, da 
izmerimo potencial dveh kalibracijskih pufrov (mi smo uporabili pufra s pH 4 ter 7), katerih 
pH pri dani temperaturi natančno poznamo. S kalibracijo določimo odklon od ničelne točke 
(pH=7, E=0 mV), ki pove, za koliko potencial pri pH 7,00 odstopa od ničelne vrednosti 
napetosti. Tako določimo dejansko strmino elektrode pri delovni temperaturi. Odklon od 
ničelne točke naj bi bil relativno stabilen in naj nebi presegel ±30 mV. Naklon kalibracijske 
(teoretična vrednost naklona: -59.1 mV/pH enot pri 25°C) krivulje se običajno zapisuje v 
procentih in tako naj bi bila dobra kalibracija med 95% in 102% od teoretične vrednosti v mV 
[27].  
Pred pripravo raztopin z različno vrednostjo pH smo najprej pomerili vrednost pH medija 
DMEM. Nato smo odmerili 10 ml ter 5 ml gojišča, v oba vzorca smo dodali 3,3 µl ocetne 
kisline ter pomerili pH. Pomerjene vrednosti pH so podane v tabeli 3. 
Tabela 3: Rezultati meritev pH raztopin z različno vrednostjo pH. 
Medij [ml] Dodatek kisline [µl] Raztopina [pH] 
10 0 7,84 
10 3,3 7,04 
5 3,3 6,71 
 
Želena vrednost gojišča pH je bila pod 7. Zaradi omejenosti pri natančnosti pipetiranja smo 
pri poizkusih, 5ml medija, dodali 6,6 µl kisline, z razlogom da dobimo še enkrat bolj kisel 
medij. Nato smo odpipetirali 50 µl kislega gojišča ter mu dodali 50 µl celične suspenzije in 
tako dobili suspenzijo z želeno vrednostjo pH ter želeno koncentracijo celic. 
8.3 Določitev deleža živih celic 
S pomočjo spektrofotometričnega testa CellTiter 96 AQueous One Solution Assay (MTS) 
smo določili delež živih celic. MTS je tetrazolijeva sol, ki jo mitohodnrijski encim sukcinat 
dehidrogeneza (SDH) metabolno aktivnih celic razgradi v škrlatni produkt formazan. SDH je 
encim, ki se nahaja na notranji membrani mitohondrija. Ob smrti celica izgubi zmožnost 
redukcije tetrazolijevih soli. Produkcija obarvanega formazana je tako sorazmerna številu 
živih celic v celični kulturi. Količina proizvedenega formazana, ki je topen v celičnem 
mediju, se izmeri s spektrometrom, ki meri absorpcijo svetlobe pri izbrani valovni dolžini. 




MTS test smo izvajali v mikrotitrskih ploščicah s 96 vdolbinami (TPP, Švica). V vdolbine 
smo nasajali po 100 µl celične suspenzije. Celično suspenzijo smo pustili 24 ur v inkubatorju 
in ji nato dodali 20 µl barvila MTS ter celice inkubirali še 2 uri, priporočen čas inkubiranja po 
dodatku barvila je 1 – 4 ure. Po pretečenem času smo izmerili absorbcijo svetlobe pri 490 nm 
s spektrometrom Infinite 200 PRO (Tecan Trading AG, Švica) (slika 13). 
 
Slika 14: Levo: Spektrometer s testno ploščico, z nasajenimi celicami, ki smo jim dodali MTS barvilo. Desno: Nastavitve 
parametrov spektrometra. 
Delež živih celic smo izračunali po enačbi 8, pri izračunu smo morali upoštevati tudi 
absorbcijo ozadja, saj celični medij oziroma ozadje absorbira del svetlobe: 
                                ( 8 ) 
 
kjer x  predstavlja delež preživelih celic, ABSV absorbcijsko vrednost vzorca, ABSK 
absorbcijsko vrednost kontrole ter ABSOZ absorbcijsko vrednost ozadja. Vzorec predstavlja 
50 µl celične suspenzije (postopek priprave opisan v poglavju 8.5), ki smo jo izpostavili 
napetostnim pulzom, kontrola pa je celična suspenzija, ki je bila tretirana enako kot vzorec s 




8.4 Določitev optimalne koncentracije celic za nasajanje v mikrotitrske 
vdolbine 
Različne celice imajo različne metabolne aktivnosti. Faktorji, ki vplivajo na aktivnost 
celičnega metabolizma  lahko vplivajo tudi na razmerje med koncentracijo celic in stopnjo 
absorbnosti. Celice, ki se morajo za svoje preživetje, razmnoževanje, rast pritrditi na neko 
površino pri velikih koncentracijah izkazujejo spremembe v aktivnosti metabolizma, kar ima 
za posledico nelinearno odvisnost med številom celic ter absorbanco [27].  
Za določitev optimalne koncentracije celic na vdolbino mikrotitrske ploščice smo izbrali 
sledeče koncentracije 2 * 104 celic/100 µl, 5*104 celic/100 µl, 105 celic/100 µl, 2 * 105 
celic/100 µl. Celice smo nato tretirali kot je opisano v poglavju 8.3. Določitev deleža živih 
celic. Za optimalno vrednost smo izbrali koncentracijo celic, pri kateri absorbanca še izkazuje 
linearno odvisnost. 
8.5 Elektroporacija celic v kislem mediju 
Elektroporacijo smo izvajali z elektroporatorjem ELECTRO cell B 10 (βTech). Uporabili smo 
ploščate elektrode z razmakom 15 mm (slika 15). 
 
Slika 15: Ploščate elektrode z razmakom 1,5 mm. 
Pred vsako elektroporacijo smo iz centrifugiranih celic pripravili celično suspenzijo s 
koncentracijo 106 celic/ml. Nato smo v petrijevko odpipetirali vzorec suspenzije volumna 50 




µl ocetne kisline). S pipeto smo dobljeno suspenzijo dobro premešali. Vsak vzorec smo 
pripravili tik pred elektroporacijo, da celice niso bile predolgo izpostavljenje kislemu mediju. 
S tem smo skušali izenačiti potek poizkusa za vse vzorce. Z opisanim postopkom smo dobili 
vzorec celične suspenzije volumna 100 µl s pH vrednostjo okoli 6,7. Iz dobljenega vzorca 
smo nato vzeli 50 µl suspenzije, jo odpipetirali med ploščate elektrode ter jo elektroporirali 
pri želeni amplitudi napetosti. Po elektroporiranju smo suspenzijo s pipeto prestavili v posodo 
za celične kulture ter jo tam pustili 10 min, saj se naj bi v tem času celična membrana 
reverzibilno elektroporiranih celic zacelila. 
50 µl celične suspenzije s 5 * 105 celic smo elektroporirali z osmimi pravokotnimi pulzi s 
frekvenco 1 kHz ter dolžine 100µs amplitudo napetosti pa smo spreminjali. Uporabili smo 
napetosti 100 V, 150 V, 250 V ter 300 V. 
V nadaljevanju smo uporabili dva protokola nasajanja celic v mikrotitrske ploščice. Pri prvem 
protokolu smo iz elektroporirane suspenzije vzeli 3 vzorce volumna 5 µl (5 * 104 celic) ter jih 
nasadili v 95 µl gojišča DMEM, ki smo ga predhodno pripravili v mikrotitrski ploščici. Pri 
drugem protokolu pa smo iz 50 µl vzorca odvzeli 20 µl (2 * 105 celic) suspenzije in jo dodali 
100 µl gojišča, ki smo ga pripravili v petrijevki, suspenzijo smo s pipeto nato še dobro 
premešali. Za ta protokol smo v mikrotiterski ploščici pripravili 70 µl gojišča, kateremu smo 
po 10 min dodali 30 µl (5 * 104 celic) pripravljene celične suspenzije. Za vsak protokol smo 
pripravili tudi kontrolno skupino, katero smo tretirali z enakim postopkom s to razliko, da te 




9 Rezultati in razprava 
Vpliv števila nasajenih celic na absorbcijo 
Tabela 4: Odvisnost absorbnosti od števila nasajenih celic 
Število nasajenih celic 2*10^5 10^5 5*10^4 2*10^4  
 Mean [absorbcija] 1,9424 2,0069 1,8460 1,4374 1,1608 
 





9.2 Vpliv kislega medija na elektoporacijo celic B16F1 
Da smo lahko naredili analizo kako medij z njižjim pH vpliva na elektroporacijo smo morali 
najprej narediti poizkuse v običajnem mediju. Poizkuse smo izvajali pri napetostih 100 V, 150 
V, 250 V ter 300 V. Delali smo po dveh protokolih, zaradi želje po čim boljši natančnosti, saj 
je bil pri prvem protokolu vzorec, ki smo ga nasajali zelo majhen. Za vsako napetost smo iz 
dobljenih rezultatov izračunali povprečje absorbcije ter procent preživetja glede na kontrolno 
skupino.  
V tabelah 5 ter 6 so prikazani povprečeni rezultati štirih ponovitev poizkusa določanja 
absorbcije. Predstavljeni so rezultati, ki smo jih dobili pri obeh protokolih v običajnem mediju 
ter procent preživetja. Na sliki 17 je predstavljen združen graf povprečene vrednosti 
absorbcije za oba protokola. Na sliki 18 je predstavljen združen graf deleža preživetja celic za 
oba protokola.. Rezultati vseh meritev se nahajajo v prilogi 3.  
Tabela 5: Preživetje celic po elektroporaciji v običajnem mediju. Kontrolna skupina celic (Amplituda napetosti 0 V) je šla 
skozi enak protokol kot elektroporirane skupine, vendar ni bila izpostavljena električnemu polju. Poizkus se je izvajal po 
protokolu 1. 
Protokol 1: 5ul 
Amplituda napetosti [V] 0 100 150 200 250 300 0 (gojišče) 
Mean [absorbcija] 1,7573 1,7072 1,7922 1,7815 1,7441 0,8565 0,4322 
Delež preživelih celic [%] 100 96,21804 102,6342 101,8254 99,00371 32,01672  
 
Tabela 6: Preživetje celic po elektroporaciji v običajnem mediju. Kontrolna skupina celic (Amplituda napetosti 0 V) je šla 
skozi enak protokol kot elektroporirane skupine, vendar ni bila izpostavljena električnemu polju. Poizkus se je izvajal po 
protokolu 2. 
Protokol 2: Redčena celična suspenzija 
Amplituda napetosti [V] 0 100 150 200 250 300 0(gojišče) 
Mean [absorbcija] 1,8705 1,5079 1,7387 1,6218 1,7346 0,4772 0,4322 






Slika 17: Povprečene vrednosti absorbcije celične suspenzije v običajnem mediju, elektroporirane pri različnih napetostih. 
Meritev absorbcije smo izvajali pri valovni dolžini 490 nm. 
 
Slika 18: Primerjava deleža preživelih celic v običajnem mediju tretiranih po protokolu 1 ter 2. 
Po primerjavi rezultatov pridobljenih po protokolu 1 ter protokolu 2, lahko vidimo, da nam 
protokol 2 poda zanesljivejše rezultate. Pri protokolu 2 lahko opazimo tandenco upadanja 
vrednosti deleža preživelih celic v odvisnosti od amplitude napetosti. Opazna so sicer 
odstopanja, ki pa so posledica vpliva človeškega faktorja (slabo mešanje celične suspenzije, 
nezmožnost zagotavljanja popolnoma enakih pogojev za vse vzorce…). Pri celicah, ki so bile 
tretirane po protokolu 1 se vrednosti deleža preživelih celic pri različnih napetostih gibljejo 
okoli vrednosti kontrolne skupine ter jo pri napetostih 150 V ter 200 V presežejo. Opazen 




protokolu 1 niso v skladu z našimi pričakovanji, v skladu pa niso tudi z rezultati navedenimi v 
delu J. Kramarič [9], kjer je pokazano, da delež preživelih celic z višanjem amplitude 
napetosti upada. 
V tabelah 7 ter 8 so prikazani povprečeni rezultati treh ponovitev poizkusa za celično 
suspenzijo tretirano po protokolu 1 v kislem mediju ter povprečeni rezultati sedmih poizkusov 
izvajanih po protokolu 2 v kislem mediju. Na sliki 19 je predstavljen združen graf povprečene 
vrednosti absorbcije za oba protokola. Na sliki 20 je predstavljen združen graf deleža 
preživetja celic za oba protokola.. Združen graf je na sliki 18. Rezultati vseh meritev se 
nahajajo v prilogi 4.  
Tabela 7: Preživetje celic po elektroporaciji v kislem mediju. Kontrolna skupina celic (Amplituda napetosti 0 V) je šla skozi 
enak protokol kot elektroporirane skupine, vendar ni bila izpostavljena električnemu polju. Poizkus se je izvajal po 
protokolu 1. 
Protokol 1: 5ul 
Amplituda napetosti [V] 0 100 150 200 250 300 0 (gojišče) 
Mean [absorbcija] 1,9491 2,2425 2,0088 2,0310 1,9348 1,3056 0,4322 
Delež preživelih celic [%] 100 119,3445 103,9335 105,3985 99,05581 57,5749  
 
Tabela 8: Preživetje celic po elektroporaciji v kislem mediju. Kontrolna skupina celic (Amplituda napetosti 0 V) je šla skozi 
enak protokol kot elektroporirane skupine, vendar ni bila izpostavljena električnemu polju. Poizkus se je izvajal po 
protokolu 2. 
Protokol 2: Redčena celična suspenzija 
Amplituda napetosti [V] 0 100 150 200 250 300 0 (gojišče) 
Mean [absorbcija] 2,2212 2,0757 2,1197 2,1032 1,9941 1,2467 0,4322 






Slika 19: Povprečene vrednosti absorbcije celične suspenzije v kislem mediju, elektroporirane pri različnih napetostih. 
Meritev absorbcije smo izvajali pri valovni dolžini 490 nm. 
 





Slika 21: Primerjava rezultatov absorbcije pridobljenih po protokolu 2 za običajni ter kisli medij pri različnih amplitudah 












Da ima vrednost pH medija v katerem se nahajajo celice ter tkiva poglaviten vpliv na 
molekularne procese, ki so vpleteni v celični ciklus, celično proliferacijo, diferenciacijo, 
metabolizem, sintezo beljakovin ter na gibljivost celic je pokazalo veliko študij. Nižja 
vrednost pH je značilnost tumorskega okolja ter okolja poškodovanih tkiv. Za celovito 
razumevanje vpliva kislega medija na celice je potrebno poznavanje molekularnih procesov, 
ki so odziv celice na kislo zunajcelično okolje, potrebno pa je tudi poznavanje procesov, ki 
povzročajo kislo zunajcelično okolje. Dobro poznavanje procesov je ključnega pomena pri 
načrtovanju zdravljenja rakavih obolenj, kjer je nujno potrebno upoštevati vse dejavnike, ki 
lahko vplivajo na delovanje zdravil. 
Zaradi različnih procesov, ki se odvijajo v tumorskem tkivu, je pH vrednost zunajceličnega 
okolja (pHe) tumorja nižja od vrednosti zunajceličnega okolja zdravega tkiva. Pri ljudeh se 
vrednost pHe zunajceličnega okolja tumorja giblje pod vrednostjo 7,0. Vrednost pHe je 
odvisna od tipa ter velikosti tumorja, znano pa je tudi, da je vrednost pHe tumorskih metastaz 
nižja kot pHe primarnega tumorja. Za boljše razumevanje vpliva kislega medija na 
elektroporacijo tumorskih celic smo najprej raziskali kako kisli medij vpliva na celice, pri tem 
smo posebno pozornost posvetili integrinom. Integrini so adhezijskih proteinski receptorji, ki 
prenašajo signale skozi plazemsko membrano ter sprožajo vezavo ligandov s čimer prisilijo 
prenos signala preko citoskeleta. Omogočajo regulacijo citoskeletne organizacije, regulacijo 
gibljivosti celic omogočajo pa tudi spreminjanje tokovnih poti znotrajceličnih signalov 
(angiogeneza, oblika celice, proliferacija, celično preživetje). Študije so pokazale, da ima kisli 
zunajcelični pH pomemben vpliv na aktivacijo integrinov. 
Ena izmed metod, ki se danes uporablja za zdravljenje tumorskih tkiv je elektrokemoterapija, 
kjer se uspešno uporablja pojav elektroporacije. Mehanizmi delovanja elektroporacije še niso 
popolnoma poznani, vendar je trenutno najbolj uveljavljena hipoteza nastajanja hidrofilnih 
por v membrani. Celična membrana je selektivno prepustna, kar pa predstavlja oviro za 
različne molekule in tudi za zdravila. Z elektroporacijo vplivamo na prepustnost celične 
mmembrane, kar omogoči, da kemoterapevtiki lažje prehajajo v celico, s tem pa bistveno 




V diplomskem delu smo raziskovali kako se elektroporirane tumorske celice odzivajo na 
medij z nižjim pH. Celice so bile pri vseh poizkusih predhodno gojene v običajnem rastnem 
mediju (pH=7,84). Za namen raziskave odziva celic B16F1 na kisli medij, smo celice tik pred 
izpostavitvijo električnemu polju odpipetirali v medij z vrednostjo pH okoli 6,7. Tako 
tretirane celice smo nato izpostavili osmim električnim pulzom ter jih nato prenesli v 
posodico za celične kulture kjer so 10 minut okrevale. Rast celic po izpostavitvi električnemu 
polju ter kislemu mediju je nato ponovno potekala v običajnem rastnem mediju. 
Primerjava rezultatov deleža preživelih celic po elektroporaciji v običajnem rastnem mediju 
ter kislem mediju (pH=6,7) nam pokaže, da je delež preživelih celic v kislem mediju višji kot 
delež preživelih celic v običajnem mediju. Najbolj opazna razlika pri preživetju nastopi pri 
napetosti 300 V kjer je razlika v procentu preživetja v običajnem mediju ter v kislem mediju 
(pH=6,7) 43,4%. Pri upoštevanju dejstva, da je v kislem mediju potekla zgolj elektroporacija 
ter okrevanje poriranih celic lahko sklepamo, da je okrevanje celic B16F1 po elektroporaciji v 
kislem mediju s pH vrednostjo okoli 6,7 hitrejše kot okrevanje v običajnem mediju.. 
Ena izmed možnih razlag zakaj je delež preživelih celic pri elektroporaciji v kislem mediju 
višji kot v običajnem mediju, bi lahko bila, da je vrednost pH uporabljenega kislega medija 
bližja vrednosti znotrajceličnega pHi, kar bi lahko imelo bistven vpliv na okrevanje celic po 
elektroporaciji. Z nastankom por namreč omogočimo molekulam prehod v celico kot tudi 
vdor zunajceličnega medija v notranjost celice. Po določenem času se pore zopet zaprejo, 
vendar znotrajcelični pHi ostane spremenjen. V celicah obstaja veliko regulacijskih 
mehanizmov, ki uravnavajo znotrajcelični pHi, ki se običajno giblje okoli vrednosti 7. Po 
vdoru zunajceličnega medija v celico, morajo ti regulacijski mehanizmi poskrbeti, da se 
znotrajcelični pHi zopet vrne v nevtralno območje. Pri meritvi pH vrednosti celičnega gojišča 
DMEM za celice B16F1 lahko opazimo, da je le ta dokaj visoka, pH=7,84. pH kislega medija, 
ki smo ga pripravili z dodatkom ocetne kisline je bil 6,71, torej veliko bližje nevtralni 
vrednosti 7. Iz rezultatov primerjanja deleža preživelih celic v kislem ter običajnem mediju, bi 
lahko sklepali, da je večji procent preživetja celic posledica dejstva, da je pH vrednost 
uporabljenega kislega medija veliko bližje vrednosti znotrajceličnega pHi celic. Možno je, da 
regulacijski mehanizmi celic po elektroporaciji v kislem mediju ne potrebujejo toliko energije 
ter časa, da vrnejo znotrajcelični pHi v nevtralno vrednost, v primerjavi z običajnim medijem. 




Za potrditev teorije bi bile potrebne še dodatne raziskave, ki nam bi omogočile da bi lahko z 
gotovostjo potrdili podano teorijo, ki je zaradi predhodno navedenih težav pri izvajanju 
poizkusov ter nezadostnega spektra podatkov ne moremo potrditi, ne moremo pa je tudi 
povsem izključiti. Potrebno bi bilo raziskati kako različne vrednosti pH (kisle kot tudi bazične 
vrednosti) vplivajo na celično preživetje. Raziskati bi bilo potrebno kako vpliva število 
nastalih por na celično preživetje ter kaj vpliva na celično smrt ob nastanku por v celični 
membrani. V diplomskem delu J. Kramariča je navedeno, da se v celičnem mediju HAM- 
F12, ki je standardno gojišče za celice CHO, nahajajo kalcijevi ioni, ki ob vstopu v celico 
povzročijo njeno smrt. Podana sta možna sklepa, da spremenjena vrednost pH medija vpliva 
na število nastalih por na celični membrani ter možnost hitrejšega okrevanja celic po 
elektroporaciji v kislem mediju [9].  
Pri interpretaciji rezultatov je potrebno opozoriti da je v nekaterih izvedenih poizkusih ni bilo 
moč zaznati sprememb v absorbciji med kontrolno skupino ter skupinami, ki so bile 
izpostavljnje različnim amplitudam napetosti. Ti rezultati so lahko posledica napačnega 
izračuna željene koncentracije celic, slabega mešanja celične suspenzije ne moremo pa tudi 
izključiti možnosti, da je pri samem delu prišlo do težav z βTech poratorjem. Pri izvajanju 
poizkusov namreč nismo imeli na βTech porator priključen osciloskop in tako ne moremo z 
gotovostjo trditi, da je med proženjem pulzov skozi celično suspenzijo dejansko tekel tok. 
Dejavniki, ki vplivajo na tok, ki steče preko celične suspenzije so med drugim tudi število 
celic v celični suspenziji, velikost celic ter število nastalih por na celični membrani. 
Dobljeni rezultati nakazujejo, da ima pH vlogo pri okrevanju tumorskih celic po 
elektroporaciji toda potrebne so še nadaljnje raziskave, ki bi nam omogočile boljši vpogled na 
vpliv pH na elektroporacijo tumorskih celic. 
10.1 Priporočila za nadaljne raziskave 
Pri delu z βTech poratorjem je nujno potrebna priključitev osciloskopa, saj lahko le tako z 
gotovostjo vemo, da je tok tekel skozi vzorec. Pri pripravi vzorcev za elektroporacijo je nujno 
potrebno, da celično suspenzijo vsakič dobro premešamo saj le tako zagotovimo čim bolj 
homogeno suspenzijo in tako približno enake vzorce. Pri vsakem poizkusu bi bilo 
priporočljivo določiti pH običajnega celičnega medija, saj bi tako lahko vodili evidenco 
vrednosti pH medija in s tem lažje ovrednotili rezultate elektroporacij. Potrebno bi bilo 
raziskati vpliv pH na elektroporacijo pri večjem razponu vrednosti pH tako v bazični kot v 




Glede na rezultate raziskave E. K. Rofstad s sodelavci, kjer so pokazali, da predhodna 
izpostavitev humanih melanom celic A – 07, D – 12, T – 22 kislemu mediju spodbuja 
tvorjenje tumorskih metastaz pri BALB/c nu/nu miših [17], bi bilo zanimivo raziskati tudi 
kako predhodna izpostavljenost tumorskih celic kislemu mediju vpliva na elektroporacijo. 
Potrebno je preveriti tudi kako elektroporacija vpliva na nastajanje por v celični membrani pri 
mediju z različno vrednostjo pH, saj je to lahko eden izmed ključnih dejavnikov, ki vpliva na 
dobljene rezultate. Možno je namreč, da celice v kislem ali običajnem mediju okrevajo hitreje 
kar bi imelo bistven vpliv na število preživelih celic. V diplomskem delu J. Kramarič je bil 
podan predlog, da celična membrana v kislem mediju okreva hitreje kot v običajnem mediju, 
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Priloga 2: Rezultati določanja optimalne koncentracije celic na vdolbino mikrotitrske ploščice 
16.10.2014
Koncentracija nasajenih celic/ absorbcija 2*10^5 10^5 5*10^4 2*10^4 gojišče
2,0684 2,2532 2,2485 1,9584 2,0438
2,0539 2,2889 2,1666 2,0432 1,6530
2,0962 2,3022 2,1059 2,1239 1,9030
2,0576 2,3000 2,2911 2,1416 1,8011
2,0728 2,2924 2,2204 2,2209 1,8382
2,0999 2,2491 2,2607 2,2214 1,7007
Mean 2,0748 2,2810 2,2155 2,1182 1,8233
STD 0,019316211 0,023636 0,068227 0,102897 0,141223
17.10.2014
Koncentracija nasajenih celic/ absorbcija 2*10^5 10^5 5*10^4 2*10^4 gojišče
2,0171 1,9658 1,9947 1,239 1,3953
2,011 2,1223 1,9736 0,92116 1,0369
2,081 2,0538 1,9961 1,6206 1,36
2,0408 1,9846 2,0865 1,438 0,76578
1,0942 2,0598 2,1941 1,3652 1,6287
2,018 2,0709 1,772 1,24 1,5485
Mean 1,8770 2,0429 2,0028 1,3040 1,2892
STD 0,384366307 0,058028 0,139881 0,235297 0,327533
21.10.2014
Koncentracija nasajenih celic/ absorbcija 2*10^5 10^5 5*10^4 2*10^4 gojišče
1,8999 1,9065 1,7424 1,3704 0,74065
1,8781 1,8257 1,4547 1,353 0,67392
1,8531 1,8797 1,6714 1,3859 0,91999
1,9206 1,9078 1,8572 1,2884 0,56676
1,8646 1,8818 1,8045 1,3459 0,77964
1,836 1,9237 1,2621 1,4356 1,0573
Mean 1,8754 1,8875 1,6321 1,3632 0,7897
STD 0,031038261 0,03463 0,229117 0,048595 0,175613
28.10.2014
Koncentracija nasajenih celic/ absorbcija 10^5 5*10^4 2*10^4 gojišče
1,7203 1,2808 1,0266 0,72437
1,6875 1,2966 0,96863 0,71823
1,9074 1,3192 0,98093 0,75933
1,8496 1,3745 0,91966 0,75197
1,8547 1,4377 0,91191 0,81057
1,8783 1,4561 0,97796 0,68231
Mean 1,8163 1,3608 0,9643 0,7411




Ozadje 0,16348 0,12086 0,11171 0,10649
0,18139 0,11828 0,1201 0,10474
0,19416 0,14199 0,11492 0,10802
0,20238 0,14387 0,11849 0,11292
0,15174 0,1299 0,1158 0,10883
0,20777 0,1439 0,10543 0,10779
Mean 0,13479  
 
Priloga 3: Rezultati posameznih poizkusov izvajanih v običajnem mediju za določanje 
absorbcije po izpostavitvi celic napetostnim pulzom 
30.10.2014
Amplituda/Absorbnost 100V 150V 200V 250V 300V kontrola 100V 150V 200V 250V 300V kontrola
1,8538 1,9673 1,9178 1,7136 1,7933 1,337 1,258 1,6132 2,0248 1,9431
1,4454 1,991 1,9855 2,0586 1,914 1,3444 0,95161 1,4763 2,0011 1,9243
1,4855 1,5894 2,0638 1,7467 1,803 1,1088 0,88756 1,2277 2,0144 1,7762
Mean 1,5949 1,8492 1,9890 1,8396 1,836767 1,2634 1,0324 1,4391 2,0134 1,8812
STD 0,225109 0,225334071 0,073064 0,190351526 0,067062 0,133938643 0,197991 0,195429 0,01188 0,091417
3.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100V 150V 200V 250V 300V kontrola 100V 150V 200V 250V 300V kontrola
1,6699 1,6118 1,0588 1,0974 0,34946 1,2594 1,6591 2,0707 1,6001 1,3632 0,4402 2,0574
1,8364 1,6258 1,0548 1,2972 0,36593 1,322 1,8446 2,0259 1,5138 1,2698 0,42028 1,9759
1,4452 1,1773 1,1381 1,0867 0,38831 1,2423 1,7536 2,0017 1,3206 1,2014 0,38411 1,6843
Mean 1,6505 1,4716 1,0839 1,1604 0,3679 1,274567 1,7524 2,0328 1,4782 1,2781 0,4149 1,905867
STD 0,19632 0,254996242 0,046981 0,118564174 0,0195 0,041959 0,092755503 0,035009 0,143117 0,081221 0,028435 0,196162
6.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100V 150V 200V 250V 300V kontrola 100V 150V 200V 250V 300V kontrola
1,4263 2,0981 1,9702 1,9149 1,4131 1,8598 2,1981 1,9067 2,0627
1,8305 2,0722 2,0848 2,1219 1,2851 2,02 2,1042 1,8441 2,0335
1,8047 2,0403 2,1777 1,9261 1,4813 2,1481 1,758 1,6371 2,0059
1,9734 2,0116 1,912 2,1811 2,1205 1,8524
2,0274 2,0999 1,9885 2,1713 2,1949 1,73
2,1945 0,4272(ni celic) 1,9081 0,43723(ni celic) 2,1665 2,1668
Mean 1,8761 2,0644 2,0069 2,0631 1,3932 2,0093 2,0904 1,8562 2,0340
STD 0,262006 0,038162246 0,10554 0,132118235 0,099607 0,144448 0,16727 0,180618 0,028404
11.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100V 150V 200V 250V 300V kontrola 100V 150V 200V 250V 300V kontrola
1,7126 2,0351 1,8057 0,62002 1,6869 1,9853 2,0009 1,9531 0,57452 1,9008
1,7807 2,0467 1,8917 0,84153 2,0281 1,729 1,8925 1,9166 0,52671 1,7543
1,8572 2,0565 2,0423 0,9634 2,0106 1,684 1,9511 1,5023 0,5173 1,3277
Mean 1,7835 2,0461 1,9132 0,8083 1,908533 1,7994 1,9482 1,7907 0,5395 1,660933
STD 0,072340652 0,010713 0,119760817 0,174083 0,192139 0,16253 0,054259 0,250399 0,030682 0,29774
5ul Redčena celična suspenzija
5ul Redčena celična suspenzija
5ul Redčena celična suspenzija






Priloga 4: Rezultati posameznih poizkusov izvajanih v kislem mediju za določanje absorbcije 
po izpostavitvi celic napetostnim pulzom 
11.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100V 150V 200V 250V 300V kontrola 100V 150V 200V 250V 300V kontrola
1,4244 1,7943 1,2233 0,912 2,0765 1,9699 1,7103 1,1541 0,50078 1,4575
1,8881 1,7974 1,6282 0,69116 2,1007 1,8852 1,2954 1,4072 0,58986 1,6865
2,0465 1,8666 1,7277 0,9804 2,0925 1,7327 1,0755 1,1997 0,43547 1,7311
Mean 1,7863 1,8194 1,5264 0,8612 2,0899 1,8626 1,3604 1,2537 0,5087 1,6250
STD 0,3233 0,0409 0,2672 0,1512 0,0123 0,1202 0,3224 0,1349 0,0775 0,1468
12.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100V 150V 200V 250V 300V kontrola 100V 150V 200V 250V 300V kontrola
1,8865 2,286 2,4437 1,6271 2,2695 1,8589 1,9694 2,2086
1,9882 2,2798 2,2291 1,5247 2,376 2,1351 2,1348 2,0247
1,9549 2,2809 2,1943 1,126 2,2449 2,2802 2,1764 1,8015
Mean 1,9432 2,2822 2,2890 1,4259 2,2968 2,0914 2,0935 2,0116
STD 0,0518 0,0033 0,1351 0,2647 0,0697 0,2140 0,1095 0,2039
13.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100 150 200 250 300 kontrola 100 150 200 250 300 kontrola 
2,1804 2,2565 1,5935 1,5558 1,3418 2,044 2,0581 2,1498 2,3019 1,7123 1,5126 2,3289
2,3669 2,2903 2,19 2,1236 1,7146 2,246 2,1073 2,1318 2,2533 1,2671 1,0874 2,2884




Mean 2,2425 2,2968 1,9913 1,9889 1,7499 2,1907 2,0712 1,9574 2,2644 1,4565 1,0946 2,3153
STD 0,1351 0,0439 0,3445 0,3839 0,4269 0,1283 0,0316 0,2761 0,0334 0,2299 0,4144 0,0233
5ul Redčena celična suspenzija
5ul Redčena celična suspenzija






Amplituda/Absorbnost 100 150 200 250 300 kontrola 
2,1387 2,3102 2,3134 2,2972 2,2044 2,27
2,0626 2,3362 2,2653 2,3164 2,213 2,2706
2,0389 2,2933 2,2477 2,2437 2,1921 2,2225
Mean 2,0801 2,3132 2,2755 2,2858 2,2032 2,2544
STD 0,0521 0,0216 0,0340 0,0377 0,0105 0,0276
18.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100 150 200 250 300 kontrola 
2,2532 2,4445 2,154 2,574
2,2018 2,4227 1,8267 2,6663
2,1859 2,4096 1,7176 2,5755
Mean 2,2136 2,4256 1,8994 2,6053
STD 0,0352 0,0176 0,2271 0,0529
19.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100 150 200 250 300 kontrola 
2,5379 2,3801 0,43989 2,4432
2,3565 2,4923 0,51392 2,3542
2,3779 2,4685 0,52969 2,3793
Mean 2,4241 2,4470 0,4945 2,3922
STD 0,0991 0,0591 0,0479 0,0459
20.11.2014
Amplituda/Absorbnost 100 150 200 250 300 kontrola 
2,2542 2,1643 2,0292 1,0067 2,3285
2,1222 2,0626 1,9445 1,0215 2,4612




Mean 2,1682 2,0930 1,9968 1,2796 2,3445







Amplituda [V] 0 100 150 200 250 300 gojišče
 Absorbnost 1,9491 2,2425 2,0088 2,0310 1,9348 1,3056 0,4322
Delež preživelih celic [%] 100 119,3445 103,9335 105,3985 99,05581 57,5749
Amplituda [V] 0 100 150 200 250 300 gojišče
 Absorbnost 2,2212 2,0757 2,1197 2,1032 1,9941 1,2467 0,4322








Priloga 5: Podatki o celicah B16F1 (dostopno na: 
https://www.pheculturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp?refId=9210
1203&collection=ecacc_gc) 
General Cell Collection: B16-F1 
Catalogue No.: 92101203  
Cell Line Name: B16-F1  
Keywords: Mouse melanoma, producing melanin  
Cell Line Description: Mouse melanoma which produces melanin.  
Species: Mouse  
Tissue: skin  
Morphology: Fibroblast-like  
Growth Mode: Adherent  
Subculture Routine: Split sub-confluent cultures (70-80%) 1:2 to 1:4 i.e. seeding at 2-5x10,000 
cells/cm² using 0.25% trypsin or trypsin/EDTA; 5% CO2; 37°C.  
Culture Medium: DMEM + 2mM Glutamine + 10% Foetal Bovine Serum (FBS).  
Karyotype: Not specified  
Products: Melanin  
Depositor: Obtained from ATCC  
Originator: No  
Country: USA  
References: None specified by depositor  
Additional Bibliography: Not specified  




Release Conditions: No  
The Culture Collections represent deposits of cultures from world-wide sources. While every effort is 
made to ensure details distributed by Culture Collections are accurate, Culture Collections cannot be 
held responsible for any inaccuracies in the data supplied. References where quoted are mainly 
attributed to the establishment of the cell culture and not for any specific property of the cell line, 
therefore further references should be obtained regarding cell culture characteristics. Passage numbers 
where given act only as a guide and Culture Collections does not guarantee the passage number stated 
will be the passage number received by the customer. 
Cultures supplied by Culture Collections are for research purposes only. Enquiries regarding the 
commercial use of a cell line are referred to the depositor of the cell line. Some cell lines have additional 
special release conditions such as the requirement for a material transfer agreement to be completed by 
the potential recipient prior to the supply of the cell line. Please view the Terms & Conditions of 
Supply for more information. 
Available Formats 
Frozen 
Growing 
DNA-5µg (100ng/µl) 
RNA-5µg (100ng/µl) 
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